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RESUMEN 
En	  mamíferos	  adultos,	  las	  células	  madre	  neurales	  multipotentes	  (NSCs)	  se	  han	  propuesto	  como	  el	  origen	  
de	   la	   neurogenesis	   en	   regiones	   concretas	   del	   cerebro,	   como	   la	   zona	   subventricular	   (SVZ)	   de	   los	  
ventrículos	   laterales	  y	   la	  zona	  subgranular	   (SGZ)	  del	  giro	  dentado	   (DG)	  del	  hipocampo.	   	  A	  pesar	  de	  su	  
función	   clave	   en	   procesos	   cognitivos	   como	   el	   aprendizaje	   y	   la	   memoria,	   la	   neurogénesis	   adulta	   en	  
ambas	  regiones	  decae	  drásticamente	  con	  la	  edad,	  sin	  embargo,	  la	  causa	  subyacente	  de	  esta	  reducción	  
neurogénica	  se	  desconoce.	  Algunos	  autores	  sugieren	  una	  degeneración/alteración	  de	  la	  señalización	  del	  
nicho	  mientras	  otros	  apuntan	  a	  una	  capacidad	  limitada	  de	  las	  NSCs	  para	  dividirse.	  Además,	  la	  edad	  es	  el	  
mayor	  factor	  de	  riesgo	  en	  la	  Enfermedad	  de	  Alzheimer	  (EA),	  aunque	  	  en	  los	  modelos	  murinos	  de	  EA	  aún	  
existen	   discrepancias	   entorno	   a	   la	   afectación	   de	   la	   neurogénesis.	   Algunos	   autores	   apuntan	   a	   la	  
reducción	   de	   este	   proceso	  mientras	   otros	   muestran	   un	   incremento.	   Tanto	   los	   mecanismos	   celulares	  
intrínsecos	   como	   extrínsecos	   pueden	   inducir,	   no	   sólo	   el	   descenso	   neurogénico	   durante	   el	  
envejecimiento,	  si	  no	  también	  las	  alteraciones	  neurogénicas	  observadas	  durante	  la	  progresión	  de	  la	  EA.	  
En	  este	  estudio,	  analizamos	   la	  actividad	  de	   las	  NSCs	  adultas	  de	   la	   cepa	  de	   ratón	  SAMP8	   (Senescence-­‐
Accelerated	  Mouse	  Prone	  8),	  que	  es	  un	  modelo	  de	  envejecimiento	  acelerado	  que	  desarrolla	  patologías	  
características	   de	   la	   EA,	   y	   su	   cepa	   control	   SAMR1	   (Senescence-­‐Accelerated	   Mouse	   Resistant	   1).	   Los	  
estudios	   longitudinales	   llevados	  a	  cabo	   in	  vivo	  en	   la	  SVZ	  y	  en	  la	  SGZ,	  mostraron	  una	  disminución	  en	  la	  
proliferación	  durante	  el	  envejecimiento	  de	  ambas	  cepas.	  Sin	  embargo,	  en	  la	  SVZ,	  los	  animales	  SAMP8	  de	  
2	   meses	   mostraron	   un	   mayor	   número	   de	   células	   NSCS	   en	   división	   (BrdU+)	   en	   comparación	   con	   los	  
animales	  SAMR1.	  Este	  incremento	  transitorio	  en	  la	  actividad	  de	  las	  NSCs,	  dio	  lugar	  a	  un	  aumento	  en	  el	  
número	  de	  neuroblastos	  que	  llegaron	  al	  Bulbo	  Olfatorio	  (OB).	  Los	  estudios	  in	  vitro,	  empleando	  cultivos	  
de	  neuroesferas	  procedentes	  de	  la	  SVZ	  de	  ambas	  cepas,	  corroboraron	  dichas	  observaciones	  y	  apuntaron	  
al	  péptido	  Amiloide	  Beta	  1-­‐42	  (Aβ	  1-­‐42)	  como	  una	  molécula	  de	  secreción.	  Aβ	  1-­‐42	  no	  solo	  aumenta	  la	  
capacidad	  clonogénica	  de	  las	  NSCs,	  si	  no	  que	  también	  incrementa	  la	  proliferación	  celular	  a	  través	  de	  la	  
vía	  de	  señalización	  PI3K/Akt.	  En	   la	  SGZ,	   los	  animales	  SAMP8	  mostraron	  un	  número	   reducido	  de	  NSCs,	  
aunque	   estas	   eran	   proliferativamente	  más	   activas	   que	   las	   de	   los	   SAMR1.	   Estas	  NSCs	   de	   los	   animales	  
SAMP8	   generaron	  un	  mayor	   número	  de	   astrocitos	   y	   un	   reducido	   número	   de	   neuronas	  maduras,	   tres	  
semanas	  después	  de	   la	   inyección	  con	  BrdU,	  en	  comparación	  con	   los	  SAMR1.	  Ensayos	  de	  western	  blot,	  
mostraron	   un	   incremento	   de	   BMP6	   en	   el	   DG	   de	   animales	   SAMP8	   jóvenes.	   Además,	   BMP6	   purificado	  
resultó	  gliogénico	  en	  ensayos	  in	  vitro	  sobre	  NSCs	  hipocampales	  adultas.	  La	  inhibición	  in	  vivo	  de	  la	  vía	  de	  
señalización	  de	  BMP,	  mediante	   la	   infusión	   intracerebral	  del	  antagonista	  Noggin,	  aumentó	   la	  población	  
de	  NSCs	  y	  su	  proliferación	  en	  SAMP8.	  	  Noggin	  también	  redujo	  el	  número	  de	  astrocitos	  e	  incrementó	  el	  
número	   de	   neuronas	   maduras	   en	   animales	   SAMP8	   de	   2	   meses.	   Todos	   estos	   datos	   apuntan	   a	   una	  
alteración	  temprana	  de	  la	  señalización	  en	  la	  SVZ	  y	  la	  SGZ	  que	  modifica	  la	  actividad	  de	  las	  NSCs,	  antes	  de	  
la	  aparición	  de	  los	  primeros	  síntomas	  de	  la	  EA	  en	  animales	  SAMP8,	  y	  que	  podría	  ser	  la	  causa	  subyacente	  
de	  los	  déficits	  cognitivos	  de	  este	  modelo	  animal.	  
SUMMARY 
In	  adult	  mammals,	  multipotent	  Neural	  Stem	  Cells	  (NSCs)	  have	  been	  proposed	  to	  be	  the	  source	  of	  adult	  
neurogenesis	  in	  discrete	  brain	  regions,	  such	  as	  the	  subventricular	  zone	  (SVZ)	  of	  the	  lateral	  ventricles	  and	  
the	   subgranular	   zone	   (SGZ)	   of	   the	   dentate	   gyrus	   (DG)	   in	   the	   hippocampus.	   In	   spite	   of	   its	   key	   role,	   in	  
cognitive	   processes	   such	   as	   learning	   and	   memory,	   adult	   neurogenesis	   within	   these	   areas	   declines	  
dramatically	   with	   increasing	   age	   and	   the	   cause	   that	   underlies	   this	   neurogenic	   reduction	   remains	  
unclear.	  Some	  authors	  suggest	  a	  marked	  effect	  of	  the	  degeneration/alteration	  of	  niche	  signalling	  while	  
others	  point	  to	  a	  limited	  ability	  of	  the	  NSCs	  to	  divide.	  Besides,	  age	  is	  the	  major	  risk	  factor	  for	  Alzheimer´s	  
Disease	   (AD),	   yet	   in	   AD	   mouse	   models	   there	   is	   still	   discrepancy	   regarding	   the	   impact	   on	   adult	  
neurogenesis.	  Some	  authors	  point	  to	  a	  reduction	  of	  this	  process	  while	  some	  others	  point	  to	  an	  increase.	  
Both	   intrinsic	   and	   extrinsic	   cellular	   mechanisms	   could	   work	   in	   concert	   and	   account	   not	   only	   for	   the	  
neurogenic	   decline	   during	   ageing	   but	   also	   for	   the	   neurogenic	   alterations	   observed	   during	   AD	  
progression.	  	  
In	   this	   study,	   we	   analyse	   the	   activity	   of	   adult	   NSCs	   from	   the	   Senescence-­‐Accelerated	   Mouse	   Prone	  
(SAMP8)	   strain,	   which	   is	   a	   complex	   model	   of	   accelerated	   ageing	   that	   develops	   age-­‐related	  
neuropathological	   hallmarks	   of	   AD,	   and	   its	   control	   strain,	   Senescence-­‐Accelerated	   Mouse	   Resistant	  
(SAMR1).	   	   As	   expected,	   longitudinal	   in	   vivo	   analysis	   of	   the	   SVZ	   and	   SGZ	   showed	   a	   decrease	   in	  
proliferation	   as	   specimens	   of	   both	   strains,	   SAMR1	   and	   SAMP8,	   get	   old.	   In	   the	   SVZ,	   however,	   SAMP8	  
animals	   showed	   a	   higher	   number	   of	   BrdU+	   active	   dividing	   NSCs	   at	   2	   months	   old	   in	   comparison	   to	  
SAMR1.	  This	  transient	  raise	  in	  NSC	  activity	  led	  to	  an	  increase	  in	  the	  number	  of	  neuroblasts	  that	  reached	  
the	  Olfactory	  Bulb	  (OB).	  In	  vitro	  analysis	  using	  neurosphere	  cultures	  from	  the	  SVZ	  of	  both	  strains	  were	  in	  
agreement	  with	   the	   in	   vivo	   observations	  and	  pointed	   to	  Amyloid	  β	   (Aβ	   1-­‐42)	   as	   a	   secreted	  molecule.	  	  
Aβ	  1-­‐42,	   not	   only	   enhanced	   the	   clonogenic	   capacity	   of	   NSCs,	   but	   also	   increased	   cell	   proliferation	  
through	  the	  PI3K/AKT	  signalling	  pathway.	  In	  the	  SGZ,	  SAMP8	  animals	  showed	  a	  reduced	  number	  of	  NSCs	  
although	   they	   were	   more	   active	   than	   in	   SAMR1.	   These	   NSCs	   from	   SAMP8	   generated	   an	   increased	  
number	   of	   astrocytes	   and	   a	   reduced	   number	   of	   mature	   neurons	   3	   weeks	   after	   BrdU	   labelling	   in	  
comparison	  to	  SAMR1.	  Protein	  analysis	  by	  western	  blot,	  showed	  an	   increased	  amount	  of	  BMP6	  in	  the	  
DG	  of	  young	  SAMP8.	  Moreover,	  purified	  BMP6	  was	  gliogenic	  when	  assayed	  on	  adult	  hippocampal	  NSCs	  
vitro.	  The	  in	  vivo	  inhibition	  of	  the	  BMP	  pathway	  through	  intracerebral	  infusion	  of	  the	  antagonist	  Noggin	  
increased	  the	  population	  of	  NSCs	  and	  their	  proliferation	  in	  SAMP8.	  Noggin	  also	  reduced	  the	  number	  of	  
generated	  astrocytes	  and	   increased	  the	  number	  of	  mature	  neurons	   in	  2	  months	  old	  SAMP8.	  All	   these	  
data	  point	  to	  an	  early	  alteration	  of	  SVZ	  and	  SGZ	  niche	  signalling	  components	  that	  modify	  the	  activity	  of	  
the	  NSCs	  previous	   to	   the	  appearance	  of	   the	   first	  AD	  hallmarks	   in	  SAMP8	  and	   that	  partly	   can	  underlie	  
some	  of	  the	  cognitive	  deficits	  of	  this	  mouse	  model.	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Aβ	  (1-­‐42),	  Amyloid	  Beta	  1-­‐42	  
AICD,	  APP	  Intracelular	  Domain	  
APP,	  Amyloid	  Precursor	  Protein	  
ASCL1,	  Achaete_Scute	  homolog	  1	  
BACE,	  Beta-­‐site	  APP-­‐Cleaving	  Enzyme	  
BMP,	  Bone	  Morphogenetic	  Protein	  
BMPR1A,	  Bone	  Morphogenetic	  Protein	  Receptor	  1A	  
BMPR1B,	  Bone	  Morphogenetic	  Protein	  Receptor	  1B	  
BMPR2,	  Bone	  Morphogenetic	  Protein	  Receptor	  2	  
BrdU,	  Bromo	  Deoxiuridin	  
CA1,	  Cornu	  Ammonis	  1	  
CA3,	  Cornu	  Ammonis	  3	  
CSF,	  Cerebrospinal	  Fluid	  
DCX,	  Doublecortin	  
DG,	  Dentate	  Gyrus	  
DNA,	  Deoxyribonucleic	  Acid	  
EA,	  Enfermedad	  de	  Alzheimer	  
EGFR,	  Epidermal	  Growth	  Factor	  Receptor	  
FGF2,	  Fibroblast	  Growth	  Factor	  2	  
GABA,	  Gamma-­‐Aminobutiric	  Acid	  
GCL,	  Granule	  Cell	  Layer	  
GFAP,	  Glial	  Fibrillary	  Acidic	  Protein	  
GLAST,	  Glutamate	  Aspartate	  Transporter	  
H,	  Hilus	  
HC,	  Hippocampus	  
LRC,	  Label	  Retaining	  Cell	  
mRNA,	  Messenger	  RiboNucleic	  Acid	  
Ng2,	  Nerve/glial	  antigen	  2	  
NGF,	  Nerve	  Growth	  Factor	  
Ngn2,	  Neurogenin	  2	  
NMDA,	  N-­‐Metil-­‐D-­‐Aspartate	  
NSC,	  Neural	  Stem	  Cell	  
NT3,	  Neurotrophin	  3	  
OB,	  Olfactory	  Bulb	  
PS1,	  Presenilin	  1	  
PSA-­‐NCAM,	  Polysialylated-­‐Neural	  Cell	  Adhesion	  
Molecule	  
Pyr,	  Piramidal	  Layer	  
qRT-­‐PCR,	  quantitative	  Real	  Time	  Polymerase	  Chain	  
Reaction	  
Rad,	  Estratum	  Radiatum	  
RMS,	  Rostral	  Migratory	  Stream	  
RNA,	  Ribonucleic	  Acid	  
ROS,	  Reactive	  Oxigen	  Species	  
SA-­‐β-­‐Gal,	  Senescence	  associated	  Beta-­‐galatosidase	  
SAMP8,	  Senescence-­‐Accelerate	  Mouse	  Prone	  
SAMR1,	  Senescence-­‐Accelerate	  Mouse	  Resistant	  
SGZ,	  Subgranular	  Zone	  
Shh,	  Sonic	  Hedgehog	  
SOX2,	  Sex	  determining	  region	  Y-­‐bOX2	  
Spt,	  Septum	  
St,	  Striatum	  
SVZ,	  SubVentricular	  Zone	  
TAP,	  Transient	  Amplifying	  Progenitors	  
Tbr2,	  T-­‐box	  Brain	  protein	  2	  
Tg,	  TransGenic	  
TGF-­‐β,	  Transforming	  Growth	  Factor	  Beta	  
WB,	  Western	  Blot	  
Wnt,	  Wingless-­‐type	  MMTV	  integration	  type	  site	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1.	  Historia	  de	  la	  neurogénesis	  en	  el	  cerebro	  adulto	  de	  los	  mamíferos	  	  
La	   neurogénesis	   adulta	   es	   el	   proceso	   de	   formación	   de	   nuevas	   neuronas	   a	   partir	   de	   células	   madre	  
neurales	  (NSC,	  del	  inglés	  Neural	  Stem	  Cell)	  a	  lo	  largo	  de	  la	  vida	  adulta	  del	  individuo,	  una	  vez	  finalizado	  su	  
desarrollo.	   Este	   proceso,	   que	   resulta	   evidente	   en	   nuestros	   días,	   fue	   discutido	   hasta	   hace	   apenas	   50	  
años.	  A	  principios	  del	  siglo	  XX,	  Santiago	  Ramón	  y	  Cajal	  mostraba	  por	  primera	  vez	  que	  el	  tejido	  cerebral	  
estaba	  compuesto	  por	  células	  nerviosas	  individuales,	  descubrimiento	  por	  el	  que	  recibió	  el	  premio	  Nobel	  
de	  medicina	  en	  el	   año	  1906,	   pero	   también	   concluía	   en	   su	  estudio	  que	   las	   neuronas	   se	   generaban	  de	  
forma	   exclusiva	   durante	   la	   etapa	   prenatal	   del	   desarrollo	   (revisado	   por	   Colucci-­‐D´Amato	   et	   al.,	   2006).	  
Esta	   visión	   estática	   de	   las	   células	   neurales	   fue	   aceptada	   hasta	   que,	   en	   1912,	   Erza	   Allen	   observó	   por	  
primera	   vez	   células	   en	   mitosis	   en	   las	   paredes	   del	   ventrículo	   lateral	   del	   cerebro	   adulto	   de	   roedores	  
(Allen,	  1912).	  No	  sería	  hasta	  46	  años	  después	  cuando	  se	  publicó	  el	  marcaje	  de	  células	  en	  división	  en	  el	  
cerebro	  de	  los	  roedores	  mediante	  el	  empleo	  de	  timidina	  tritiada,	  que	  se	  incorpora	  durante	  la	  síntesis	  del	  
DNA	   (Meisser	   et	   al.,	   1958).	   Sin	   embargo,	   la	   neurogénesis	   como	   tal	   se	   describió	   por	   primera	   vez	   por	  
Joseph	  Altman	  en	  la	  década	  de	  los	  60	  (Altman,	  1962;	  Altman,	  1969;	  Altman	  y	  Das	  1965).	  Tras	  30	  años,	  la	  
neurogénesis	   volvió	   a	   ser	   un	   tema	   científico	   en	   auge	   gracias	   a	   varios	   factores.	   Por	   un	   lado	   a	   la	  
publicación	  de	  varios	  estudios	  que	  caracterizaban	  en	  detalle	  las	  zonas	  neurogénicas	  propuestas	  hasta	  el	  
momento	  (Lois	  y	  Alvarez-­‐Buylla,	  1994;	  Cameron	  et	  al.,	  1993),	  por	  otro	  lado	  al	  descubrimiento	  en	  1992	  
de	  la	  presencia	  de	  NSCs	  en	  mamíferos	  adultos	  que	  además	  podían	  aislarse	  y	  cultivarse	  in	  vitro	  (Reynolds	  
y	   Weiss,	   1992)	   así	   como	   al	   trabajo	   de	   Peter	   Eriksson	   y	   colaboradores	   en	   1998	   que	   defendía	   la	  
neurogénesis	  en	  humanos	  (Eriksson	  et	  al.	  1998).	  	  
El	   resurgimiento	   de	   la	   neurogénesis	   como	   tema	   candente	   se	   debió	   en	   gran	  medida	   al	   avance	   de	   las	  
técnicas	  metodológicas	  que	  permiten	   su	  estudio	  basadas,	  entre	  otras,	  en:	   (1)	  el	  marcaje	   con	   timidina	  
tritiada	  combinada	  con	  técnicas	  inmunohistoquímicas,	  así	  como	  con	  diferentes	  técnicas	  de	  microscopía	  
electrónica	   que	   demuestran	   el	   carácter	   neuronal	   de	   las	   células	   de	   nueva	   formación	   (Cameron	   et	   al.,	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1993;	  Kaplan	  y	  Hinds	  1977),	   (2)	  el	  uso	  de	  análogos	  de	   timidina	   como	  sustituto	  del	  marcaje	   radiactivo	  
(Kuhn	  et	  al.,	  1996)	  o	  (3)	  el	  marcaje	  mediante	  el	  uso	  de	  retrovirus	  de	  las	  nuevas	  neuronas	  que	  permite	  
seguir	  su	  maduración	  e	  integración	  (Van	  Praag	  et	  al.	  2002).	  
	  
2.	  Regiones	  neurogénicas	  en	  el	  cerebro	  adulto	  de	  los	  mamíferos	  	  
Hasta	  el	  momento,	  tan	  sólo	  se	  ha	  demostrado	  la	  existencia	  de	  dos	  regiones	  neurogénicamente	  activas	  
en	  el	  cerebro	  adulto	  de	  los	  mamíferos	  en	  las	  que	  residen	  las	  NSCs:	  la	  zona	  subventricular	  (SVZ	  del	  inglés	  
Subventricular	  Zone),	   localizada	  en	  las	  capas	  celulares	  adyacentes	  al	  epéndimo	  que	  reviste	  las	  paredes	  
de	  los	  ventrículos	  laterales	  (revisado	  por	  Alvarez-­‐Buylla	  y	  García-­‐Verdugo,	  2002)	  (Figura	  I1	  A)	  y	   la	  zona	  
subgranular	  (SGZ,	  del	  inglés	  Subgranular	  Zone),	  situada	  en	  el	  giro	  dentado	  del	  hipocampo	  (revisado	  por	  
Kempermann	   y	   Gage,	   2000)	   (Figura	   I1	   B).	   	   Durante	   los	   últimos	   15	   años,	   algunos	   investigadores	   han	  
propuesto	  nuevas	  regiones	  neurogénicas	  en	  el	  cerebro	  adulto	  que	  aún	  hoy	  se	  encuentran	  bajo	  intenso	  
debate.	   Este	  es	  el	   caso	  del	  bulbo	  olfatorio	   (OB,	  del	   inglés	  Olfactory	  Bulb)	  donde,	   además	  de	   recibir	   e	  
incorporar	   las	  nuevas	  neuronas	  procedentes	  de	  la	  SVZ,	  se	  podrían	  estar	  generando	  localmente	  nuevas	  
neuronas	   (Gritti	   et	   al.,	   2002;	   Moreno-­‐Estellés	   et	   al.,	   2012).	   También	   se	   apunta	   a	   regiones	   como	   la	  
corteza	   piriforme,	   el	   tubérculo	   olfatorio,	   la	   amígdala,	   el	   hipotálamo	   y	   el	   núcleo	   vago	   entre	   otros	  
(Bonfanti	  y	  Peretto,	  2011).	  Otros	  autores	  apuntan	  a	  la	  zona	  subcallosa	  (SCZ,	  del	  inglés	  Subcallosal	  Zone)	  
como	   fuente	   de	   neuroblastos	   y	   oligodendrocitos	   en	   la	   edad	   adulta	   (Seri	   et	   al.,	   2006)	   así	   como	   a	   la	  
corteza	  cerebral	  (Gould	  et	  al.,	  1999)	  o	   la	  sustancia	  negra	  (Zhao	  et	  al.,	  2003),	  aunque	  estas	  dos	  últimas	  
regiones	   también	  han	  presentado	  detractores	  durante	   los	  últimos	  años	   (Kay	   y	  Blum,	  2000;	  Kornack	   y	  
Rakic,	   2001).	   Muy	   recientemente,	   Ernst	   y	   colaboradores	   han	   descrito	   la	   neurogénesis	   estriatal	   en	  
humanos	  a	  través	  de	  la	  detección	  de	  células	  neuronales	  marcadas	  con	  14C	  (Ernst	  et	  al.,	  2014).	  
	  
2.1	  Neurogénesis	  en	  la	  Zona	  Subventricular	  (SVZ)	  
En	  esta	  región	   las	  NSCs	  o	  células	   tipo-­‐B,	  cuyas	  principales	  características	   frente	  a	  otros	   tipos	  celulares	  
son	  su	  capacidad	  de	  autorrenovación	  y	  multipotencialidad,	  se	  dividen	  dando	  lugar	  a	  los	  progenitores	  de	  
rápida	   amplificación	   o	   células	   Tipo-­‐C	   (TAP,	   del	   inglés	   Transient	   Amplifying	   Progenitor).	   Estas	   células	  
descendientes	   son	   capaces	   de	   dividirse	   un	   mayor	   número	   de	   veces	   que	   las	   NSCs	   dando	   lugar	   a	   los	  
neuroblastos,	  cuyo	  destino	  celular	  está	  determinado	  hacia	  el	  linaje	  neuronal.	  Estos	  neuroblastos	  migran	  
tangencialmente	  formando	  una	  cadena	  a	  lo	  largo	  del	  camino	  migratorio	  rostral	  (RMS,	  del	  inglés	  Rostral	  
Migratory	  Stream)	  envueltos	  por	  astrocitos	  ensamblados	  en	  forma	  tubular	  (revisado	  por	  Alvarez-­‐Buylla	  
y	   García-­‐Verdugo,	   2002)	   (Figura	   I1).	   Una	   vez	   alcanzan	   el	   núcleo	   del	   OB,	   estas	   neuronas	   inmaduras	  
abandonan	  el	  RMS	  y	  migran	  radialmente	  hasta	  la	  capa	  granular	  y	  periglomerular	  donde	  se	  diferencian	  
principalmente	  a	  diversos	  subtipos	  de	  interneuronas	  inhibitorias	  que	  se	  integran	  en	  la	  estructura	  del	  OB	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(revisado	  por	  Lledo	  et	  al.,	  2008).	  De	  forma	  más	  detallada,	   la	  citoarquitectura	  de	   la	  SVZ	  comprende	  los	  
siguientes	  subtipos	  celulares:	  
Células	  Tipo-­‐B:	  Citoplasma	  rojo,	  núcleo	  verde	  en	   la	  Figura	   I1	  A.	  Son	   las	  NSCs	  de	   la	  SVZ.	  Presentan	  una	  
morfología	  que	   les	  permite	  contactar	  de	   forma	  simultanea	  tanto	  con	   la	   luz	  del	  ventrículo,	  y	  por	   tanto	  
con	  el	   líquido	   cefaloraquídeo	   (CSF,	   del	   inglés	   Cerebro	   Spinal	   Fluid)	  mediante	   su	  proceso	   apical,	   como	  
con	   los	  vasos	  sanguíneos,	  a	   través	  de	  su	  proceso	  basal	  que	  termina	  en	  una	  estructura	  de	  pie	  vascular	  
(revisado	  por	  Ihrie	  y	  Alvarez-­‐Buylla,	  2011).	  Algunos	  autores	  subdividen	  esta	  población	  en	  Tipo-­‐B1,	  si	  se	  
encuentran	  estrechamente	  asociadas	  a	  las	  células	  ependimales,	  y	  Tipo-­‐B2	  si	  se	  encuentran	  situadas	  en	  
el	   parénquima	   estriatal	   subyacente.	   En	   cualquier	   caso,	   las	   células	   tipo-­‐B	   son	   mayoritariamente	  
quiescentes	   aunque	   son	   capaces	   de	   entrar	   en	   ciclo	   y	   proliferar,	   representando	   un	   12	  %	   del	   total	   de	  
células	   proliferantes	   en	   la	   SVZ	   (Doetsch	   et	   al.,	   1997).	   El	   ciclo	   de	   división	   de	   esta	   población	   se	   estima	  
entre	   17-­‐18	   horas	   con	   una	   fase	   S	   de	   unas	   4	   horas	   (Ponti	   et	   al.,	   2013).	   A	   pesar	   de	   su	   ciclo	   celular	  
relativamente	   corto,	   y	   dado	   su	   principal	   estado	   de	   quiescencia,	   son	   capaces	   de	   incorporar	   y	   retener	  
análogos	  de	  timidina	  en	  su	  DNA	  a	  largo	  plazo,	  por	  lo	  que	  también	  reciben	  el	  nombre	  de	  LRCs	  (del	  inglés	  
Label	  Retaining	  Cells)	   (Morshead	  et	  al.,	  1994;	  Doetsch	  et	  al.,	  1997).	  Puesto	  que	  se	   trata	  de	  células	  de	  
naturaleza	  astrocitaria,	   las	  células	  Tipo-­‐B	  expresan	   la	  proteína	  fibrilar	  ácida	  de	   la	  glía	  GFAP	  (del	   inglés,	  
Glial	  Fibrillary	  Acidic	  Protein),	  el	  factor	  de	  transcripción	  SOX2	  (del	  inglés,	  Sex	  determining	  Region	  Y-­‐box2)	  
el	   transportador	   de	   glutamato	   GLAST	   (del	   inglés,	   Glutamate	   Aspartate	   Transporter)	   característico	   de	  
células	  de	   la	   glía	   radial,	   el	   filamento	   intermedio	  de	   células	   indiferenciadas	  NESTINA	   (Suh	  et	   al.,	   2007;	  
Kawaguchi	   et	   al.,	   2001;	  Mori	   et	   al.,	   2006;	   revisado	   por	   Kriegstein	   y	   Alvarez-­‐Buylla	   2009)	   así	   como	   el	  
receptor	  del	  factor	  de	  crecimiento	  epitelial	  (EGFR,	  del	  inglés	  Epidermal	  Growth	  Factor	  Receptor)	  cuando	  
se	  encuentran	  en	  su	  estado	  activo	   (Pastrana	  et	  al.,	  2009).	  Una	  vez	  en	  ciclo,	  presentan	  marcadores	  de	  
división	  característicos	  como	  Ki67	  (revisado	  por	  Scholzen	  y	  Gerdes,	  2000)	  independientemente	  de	  si	  su	  
división	  es	  simétrica,	  para	  autorrenovarse,	  o	  asimétrica,	  para	  dar	  lugar	  a	  las	  células	  Tipo-­‐C	  ó	  TAP.	  	  
Células	   Tipo-­‐C:	   Células	   verdes	   en	   la	   Figura	   I1	   A.	   También	   denominadas	   progenitores	   de	   rápida	  
amplificación	   o	   TAPs.	   Se	   encuentran	   situados	   junto	   a	   las	   células	   Tipo-­‐B,	   de	   las	   que	   son	   progenie,	   y	  
preferentemente	  en	  las	  proximidades	  de	  los	  vasos	  sanguíneos.	  Estas	  células	  completan	  su	  ciclo	  celular	  
en	  aproximadamente	  18-­‐25	  horas	  con	  una	  fase	  S	  de	  entre	  14-­‐17	  horas	  (Ponti	  et	  al.,	  2013).	  Sin	  embargo,	  
su	  tasa	  de	  división	  es	  más	  alta	  que	  la	  de	  las	  células	  Tipo-­‐B,	  representando	  así	  el	  52	  %	  de	  las	  células	  en	  
división	  de	  la	  SVZ	  (Doetsch	  et	  al.,	  1997).	  El	  hecho	  de	  dividirse	  de	  forma	  frecuente	  hace	  que	  diluyan,	  de	  
una	  forma	  relativamente	  rápida,	  los	  análogos	  de	  timidina	  en	  comparación	  con	  las	  células	  madre	  Tipo-­‐B.	  	  
En	  cuanto	  a	  la	  expresión	  de	  marcadores,	  estas	  células	  continúan	  siendo	  EGFR+	  pero	  pierden	  la	  expresión	  
de	   GFAP.	   Además	   comienzan	   a	   expresar	   marcadores	   relacionados	   con	   la	   adquisición	   de	   un	   destino	  
celular	   concreto,	   bien	   sea	   este	   neuronal	   u	   oligodendroglial	   como	   por	   ejemplo	   Olig2	   (del	   inglés,	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Oligodendrocyte	  transcription	  factor),	  Dlx2	  (Distal-­‐less	  homeobox	  2),	  Mash1	  (también	  llamada	  ASCL1	  del	  
inglés	   Achaete-­‐scute	   homolog	   1),	   Ngn2	   (Neurogenina2)	   y	   Tbr2	   (del	   inglés,	   T-­‐box	   Brain	   protein	   2)	  
(revisado	   por	   Hsieh	   2012).	   La	   descendencia	   celular	   mayoritaria	   de	   estas	   células	   es	   la	   Tipo-­‐A,	   cuyo	  
destino	  celular	  está	  comprometido	  hacia	  el	  linaje	  neuronal.	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Adicionalmente	   y	   aunque	   en	  menor	  medida	   que	   las	   células	   Tipo-­‐A	   ó	   neuroblastos,	   los	   TAPs	   también	  
generan	  oligodendrocitos	  reconocibles	  mediante	  marcadores	  como	  el	  Proteoglicano	  Condroitín	  Sulfato	  
(NG2,	  del	  inglés,	  Nerve/glial	  antigen-­‐2)	  (Hack	  et	  al.,	  2005;	  Menn	  et	  al.,	  2006;	  Komitova	  et	  al.,	  2009),	  que	  
migran	  al	  cuerpo	  calloso.	  	  
	  Células	  Tipo-­‐A:	  Células	  rosas	  en	  la	  Figura	  I1	  A.	  Denominados	  neuroblastos	  o	  progenitores	  neuronales,	  se	  
encuentran	  principalmente	  en	  el	  RMS	  migrando	  desde	   la	  SVZ	  al	  OB.	  Expresan	  marcadores	  de	  neurona	  
inmadura	   como	  BIIITUBULINA,	  DOBLECORTINA	   (DCX,	   del	   inglés	  Doublecortin)	   y	   PSA-­‐NCAM	   (del	   inglés	  
PolySialylated-­‐Neural	   Cell	   Adhesion	   Molecule).	   Pese	   a	   que	   estos	   neuroblastos	   presentan	   un	   mayor	  
grado	  de	  diferenciación	  que	  los	  tipos	  celulares	  de	  los	  que	  derivan,	  mantienen	  la	  capacidad	  de	  proliferar	  
mientras	  migran	   por	   el	   RMS	   formando	   cadenas	   (revisado	   por	   Ihrie	   y	   Alvarez-­‐Buylla	   2011).	   Tienen	   un	  
ciclo	   celular	   de	  unas	  18	  horas	   con	  una	   fase	   S	  de	   aproximadamente	  9	  horas	  de	   duración	   (Ponti	   et	   al.,	  
2013)	  y	  representan	  el	  15	  %	  de	  células	  en	  división	  de	  la	  SVZ	  (Doetsch	  et	  al.,	  1997).	  Finalmente,	  cuando	  
alcanzan	   el	   OB,	   se	   diferencian	   terminalmente	   a	   interneuronas	   inhibitorias	   de	   tipo	   granular	   ó	  
periglomerular.	  
Células	  Tipo-­‐E:	  Células	  azules	  en	  la	  Figura	  I1	  A.	  Hacen	  referencia	  a	  las	  células	  ependimales	  que	  forman	  el	  
epitelio	   que	   separa	   físicamente	   la	   SVZ	   de	   la	   cavidad	   de	   los	   ventrículos	   laterales.	   Inicialmente	   se	   las	  
consideró	  como	  las	  NSCs	  de	  la	  SVZ	  (Johansson	  et	  al.,	  1999)	  para	  posteriormente	  descartar	  esta	  hipótesis	  
dado	  que	  son	  quiescentes	  y	  no	  presentan	  propiedades	  de	  NSCs	   in	  vitro	  (Doetsch	  et	  al.,	  1999;	  Capela	  y	  
Temple,	  2002;	  Chiasson	  et	  al.,	  1999).	  Se	  caracterizan	  por	  la	  presencia	  de	  microvellosidades	  y	  frecuentes	  
cilios	  en	   la	  superficie	  expuesta	  a	   la	   luz	  del	  ventrículo	   (revisado	  por	  Peters	  et	  al.,	  1991).	  En	  función	  del	  
número	   de	   cilios	   que	   presentan	   se	   subdividen	   en	   multicialadas	   (Tipo	   E1)	   y	   biciliadas	   (Tipo	   E2).	  
Recientemente	  se	  ha	  demostrado	  que	  estas	  células	  se	  organizan	  formando	  estructuras	  en	  roseta,	  cuyo	  	  
	  
	  
FIGURA	  I1:	  Citoarquitectura	  del	  nicho	  neurogénico	  de	  la	  SVZ	  y	  la	  SGZ.	  (A)	  Inmunofluorescencia	  de	  los	  principales	  
marcadores	  expresados	  por	  los	  distintos	  tipos	  celulares	  del	  nicho	  y	  esquema	  simplificado	  donde	  se	  muestran	  los	  
principales	   componentes	   celulares	   implicados	  en	  el	  proceso	  neurogénico.	   Las	   células	  madre	   (NSCs)	  de	  división	  
lenta	  o	  tipo-­‐B	  (GFAP+/SOX2+,	  citoplasma	  rojo	  y	  núcleo	  verde)	  dan	  lugar	  a	  los	  progenitores	  de	  rápida	  amplificación	  
(TAP)	  o	  tipo-­‐C	  (SOX2+,	  en	  verde)	  los	  cuales	  a	  su	  vez	  darán	  lugar	  a	  neuroblastos	  o	  células	  tipo-­‐A	  (DCX+,	  en	  rosa)	  y	  a	  
precursores	  oligodendrogliales	   (no	   se	  muestra).	  Además,	   se	  observa	  el	  epéndimo	  como	  parte	   fundamental	  del	  
nicho	  de	   la	   SVZ	   (DAPI,	   en	   azul).	   (B)	   Inmunofluorescencia	   de	   los	   principales	  marcadores	   en	   el	   nicho	  del	  DG	   así	  
como	   un	   esquema	   de	   la	   progresión	   neurogénica	   y	   astrocitaria	   de	   las	   NSCs	   en	   la	   SGZ.	   Las	   NSCs	   o	   tipo-­‐1	  
(GFAP+/SOX2+,	   citoplasma	  blanco	   y	   núcleo	   rosa)	   con	  morfología	   radial,	   dan	   lugar	   a	   los	   TAP,	   tipo-­‐2	  o	   SOX2+	   no	  
radiales	  (SOX2+,	  en	  rosa)	   los	  cuales	  a	  su	  vez	  darán	   lugar	  a	  neuroblastos/neuronas	   inmaduras	  o	  tipo-­‐3	  (DCX+,	  en	  
verde)	   y	   a	   astrocitos	   (S100β+,	   en	   azul).	   Las	   nuevas	   neuronas	   que	   sobreviven	   dan	   lugar	   a	   neuronas	   en	   distinto	  
grado	   de	   maduración	   (DCX+/Calretinina+,	   neuronas	   en	   proceso	   de	   maduración	   en	   amarillo	   y	   verde	   y	   NeuN+,	  
neuronas	  maduras	  en	  rojo).	  VL,	  ventrículo	   lateral;	  St,	  Striatum;	  CA1,	  cornu	  ammonis	  1;	  CA3,	  cornu	  ammonis	  3;	  
PCL,	  capa	  piramidal	  (del	  inglés,	  Piramidal	  Cell	  Layer).	  GCL,	  capa	  granular	  (del	  inglés,	  Granule	  Cell	  Layer).	  SGZ,	  zona	  
subgranular	  (del	  inglés,	  Subgranular	  Zone).	  SVZ,	  zona	  subventricular	  (del	  inglés,	  Subventricular	  Zone).	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centro	  es	  el	  punto	  por	  el	  que	  las	  células	  Tipo-­‐B	  o	  NSCs	  contactan	  mediante	  su	  proceso	  apical	  con	  la	  luz	  
del	  ventrículo	  (Mirzadeh	  et	  al.,	  2008).	  Presentan	  inmunoreactividad	  para	  la	   isolectina	  IB4	  y	   la	  proteína	  
de	  unión	  a	   calcio	   S100β,	   así	   como	  para	  el	   factor	  de	   transcripción	  SOX2	   (revisado	  por	  Pevny	  y	  Nicolis,	  
2010).	  	  
	  
2.2	  Neurogénesis	  en	  la	  Zona	  Subgranular	  (SGZ)	  
De	  forma	  similar	  al	  proceso	  neurogénico	  que	  tiene	   lugar	  en	   la	  SVZ,	   la	  SGZ	  presenta	  NSCs	  que	  en	  este	  
caso	  se	  denominan	  células	  Tipo-­‐1	  o	  NSCs	  radiales.	  Dichas	  células	  al	  dividirse	  dan	   lugar	  a	   las	  células	  de	  
rápida	   amplificación	   denominadas	   Tipo-­‐2	   o	   progenitores	   no	   radiales,	   que	   representan	   el	   paso	  
intermedio	   para	   la	   formación	   de	   neuroblastos	   (también	   denominados	   células	   Tipo-­‐3).	   Estos	  
neuroblastos	   dan	   paso	   a	   las	   neuronas	   inmaduras	   que	   este	   caso	   migran	   una	   distancia	   corta	   hacia	   el	  
interior	  de	  la	  capa	  granular	  (GCL,	  del	  inglés	  Granule	  Cell	  Layer)	  para	  finalizar	  su	  maduración	  y	  dar	  lugar	  a	  
las	  neuronas	  granulares	  maduras	  (Figura	  I1	  B).	  Así,	  la	  citoarquitectura	  de	  la	  SGZ	  quedaría	  comprendida	  
por	  los	  siguiente	  subtipos	  celulares:	  
Células	   Tipo-­‐1:	  Citoplasma	  blanco,	  núcleo	   rosa	  en	   la	   Figura	   I1	  B.	   Son	   las	  NSCs	  del	  DG	  del	  hipocampo.	  
También	   se	   les	   denomina	   células	   de	   glía	   radial	   o	   progenitores	   radiales	   dada	   su	   morfología.	   Se	  
caracterizan	  por	  un	  único	  proceso	  radial	  que	  se	  proyecta	  a	  través	  de	  la	  GCL.	  Igual	  que	  en	  el	  caso	  de	  la	  
SVZ,	  estas	  células	  son	  mayoritariamente	  quiescentes	  aunque	  capaces	  de	  entrar	  en	  ciclo	  e	   incorporar	  y	  
retener	  análogos	  de	  timidina	  durante	  un	  largo	  periodo	  de	  tiempo,	  por	  lo	  que	  también	  reciben	  el	  nombre	  
de	   LRCs	   (revisado	   en	   Ming	   y	   Song	   2005).	   Dado	   que	   nuevamente	   se	   trata	   de	   células	   de	   naturaleza	  
astrocitaria,	  son	  inmunoreactivas	  a	  prácticamente	  los	  mismos	  marcadores	  caracterizados	  para	  las	  NSCs	  
de	   la	  SVZ	   (Suh	  et	  al.,	  2007)	  a	  excepción	  de,	  por	  ejemplo,	  EGFR.	  Al	   igual	  que	   las	  NSCs	  de	   la	  SVZ,	  estas	  
células	  parecen	  tener	  capacidad	  de	  autorrenovación	  mediante	  divisiones	  simétricas,	  aunque	  este	  tema	  
aún	   presenta	   controversias	   (Encinas	   et	   al.,	   2011;	   Bonaguidi	   et	   al.,	   2011).	   Las	   NSCs	   también	   pueden	  
dividirse	  de	  forma	  asimétrica	  para	  dar	  lugar	  a	  las	  células	  Tipo-­‐2	  o	  progenitores	  no	  radiales.	  Sin	  embargo,	  
ya	  en	  el	  año	  2004,	  Steiner	  y	  colaboradores	  apuntaban	  a	  la	  capacidad	  de	  las	  NSCs	  de	  generar	  astrocitos	  
maduros	  siguiendo	  una	  vía	  alternativa	  a	  la	  neurogénica	  (Steiner	  et	  al.,	  2004).	  En	  este	  aspecto,	  en	  el	  año	  
2011	  nuevamente	  Encinas	  y	  colaboradores	  apuntaron	  a	   la	  capacidad	  de	   las	  NSCs	  de	   llevar	  a	  cabo	  una	  
serie	   de	   divisiones	   asimétricas	   después	   de	   las	   cuales	   se	   diferenciarían	   terminalmente	   a	   astrocitos	  
(células	  azules	  en	  la	  Figura	  I1	  B)	  (Encinas	  et	  al.,	  2011).	  
Células	  Tipo-­‐2:	  Células	  rosas	  en	  la	  Figura	  I1	  B.	  También	  denominadas	  TAP	  o	  progenitores	  no	  radiales,	  sus	  
características	   tanto	  a	  nivel	  de	  actividad	  proliferativa	  como	  de	   inmunoreactividad	  son	  muy	  similares	  a	  
las	  mostradas	  por	  la	  células	  Tipo-­‐C	  de	  la	  SVZ	  (Suh	  et	  al.,	  2007).	  Son	  positivas	  para	  los	  marcadores	  Tbr2,	  
Ngn2,	  SOX2	  y,	  según	  avanza	  su	  nivel	  de	  diferenciación,	  adquieren	  marcadores	  como	  NeuroD1	  (revisado	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por	  Hsieh,	  2012).	  Algunos	  autores	  clasifican	  a	  su	  vez	  esta	  población	  en	  2a	  y	  2b	  en	  base	  a	   la	  expresión	  
diferencial	   del	   factor	   SOX2	   y	   DCX	   /	   PSA-­‐NCAM.	   Cuando	   la	   expresión	   del	   marcador	   SOX2	   disminuye,	  
comienza	  el	  aumento	  en	  la	  expresión	  de	  DCX,	  lo	  que	  indica	  el	  paso	  de	  las	  células	  2a	  a	  2b	  (revisado	  por	  
Hsieh,	   2012).	   La	   diferencia	   fundamental	   entre	   ambos	   tipos	   celulares	   es	   que	   las	   células	   Tipo-­‐2b	  
presentan	  una	  capacidad	  de	  división	  más	  restringida	  así	  como	  un	  mayor	  grado	  de	  diferenciación	  (Brown	  
et	  al.,	  2003b;	  Couillard-­‐Despres	  et	  al.,	  2005).	  
Células	   Tipo-­‐3:	   Células	   verdes	   en	   la	   Figura	   I1	   B.	   También	   denominadas	   neuroblastos,	   presentan	   las	  
mismas	   características	   inmunoreactivas	   que	   las	   células	   Tipo-­‐A	   de	   la	   SVZ.	   Sin	   embargo,	   en	   este	   caso	  
prosiguen	   su	   programa	   de	   diferenciación	   hacia	   neurona	   inmadura	   en	   la	   propia	   SGZ.	   Son	  
inmunoreactivas,	  entre	  otros	  marcadores,	  a	  DCX	  y	  βIIITUBULINA.	  
Neuronas	  de	  nueva	  formación:	  Podrían	  subdividirse	  en	  neuronas	  granulares	  inmaduras	  (células	  verdes	  y	  
amarillas	  en	  la	  Figura	  I1	  B)	  y	  maduras	  (células	  rojas	  en	  la	  figura	  I1	  B).	  Las	  primeras,	  de	  la	  misma	  manera	  
que	  en	  el	  OB,	  presentan	  marcadores	   como	  DCX	  y	  βIIITUBULINA.	  Según	  van	  madurando	  abandonan	  el	  
ciclo	  celular	  y	  comienzan	  a	  expresar	  CALRETININA.	  A	  los	  pocos	  días,	  y	  ya	  más	  adelantadas	  en	  su	  proceso	  
de	  maduración,	   comienzan	   a	   exhibir	   marcadores	   como	   CALBINDINA	   y	   NeuN.	   Además,	   extienden	   sus	  
dendritas	  hacia	  la	  capa	  molecular	  (parte	  superior	  de	  la	  inmunofluorescencia	  de	  la	  Figura	  I1	  B)	  mientras	  
proyectan	  sus	  axones	  a	  través	  del	  Hilus	  hacia	  la	  región	  CA3	  (parte	  inferior	  de	  la	  inmunofluorescencia	  de	  
la	  Figura	   I1	  B).	  De	  este	  modo	  contactan	  con	   las	  neuronas	  piramidales	  de	  dicha	  región	  y	   finalmente	  se	  
integran	  en	  el	  circuito	  neuronal	  preexistente	  del	  DG	  (revisado	  por	  Aimone	  et	  al.,	  2014).	  
	  
3.	  El	  nicho	  neurogénico	  como	  unidad	  funcional	  
Se	   denomina	   nicho	   neurogénico	   al	  microentorno	   especializado	   en	   el	   que	   se	   encuentran	   las	   NSCs,	   en	  
este	  caso	  en	  el	  animal	  adulto,	  y	  que	  es	  capaz	  de	  mantener	  a	  dichas	  células	  en	  un	  estado	  indiferenciado	  
así	  como	  de	  preservar	  su	  capacidad	  de	  autorrenovar	  y	  generar	  células	  descendientes,	  dando	  neuronas	  y	  
células	   de	   la	   glía	   (Ninkovic	   y	   Gotz,	   2007).	   Se	   trata	   de	   regiones	   con	   características	   estructurales	   y	   de	  
señalización	   únicas,	   tanto,	   que	   en	   el	   año	   2000	   Shihabuddin	   y	   colaboradores	   probaron	   cómo	   células	  
progenitoras	   derivadas	   de	   regiones	   no	   neurogénicas	   del	   cerebro,	   eran	   capaces	   de	   generar	   neuronas	  
específicas	  cuando	  se	  las	  implantaba	  en	  los	  nichos	  neurogénicos	  del	  cerebro	  (Shihabuddin	  et	  al.,	  2000).	  	  
El	  nicho	  neurogénico	  se	  caracteriza	  por	  varios	  factores.	  En	  primer	  lugar	  su	  arquitectura	  donde	  destacan,	  
entre	   otros	   elementos,	   la	   cercanía	   de	   las	   células	   que	   lo	   componen	   a	   la	   vasculatura	   circundante	   y	   las	  
adhesiones	  entre	  dichas	  células	  así	  como	  su	  anclaje	  a	  la	  matriz	  extracelular.	  En	  segundo	  lugar,	  las	  células	  
que	  conforman	  el	  nicho	  son,	  entre	  otros	  tipos:	  células	  endoteliales,	  astrocitos,	  ,	  progenitores,	  microglia,	  
células	  ependimales	  (en	  el	  caso	  de	  la	  SVZ)	  y	  neuronas	  maduras	  (en	  el	  caso	  de	  la	  SGZ)	  (revisado	  por	  Lim	  
et	  al.,	   2007).	   Estas	   células	  presentan	   características	  esenciales	  que,	  en	  el	   caso	  de	   la	   glía,	  no	  expresan	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otras	  células	  del	  mismo	   linaje	  pero	  de	  otras	   regiones	  del	   sistema	  nervioso	  central	  y	  que	  convierten	  el	  
nicho	   en	   un	   microambiante	   único.	   Por	   ejemplo,	   los	   astrocitos	   del	   nicho	   secretan	   señales	  
proneurogénicas	   (revisado	   por	   Lazarov	   y	   Marr.,	   2010;	   Moreno-­‐Estellés	   et	   al.,	   2012)	   mientras	   que	  
astrocitos	   procedentes	   de	   regiones	   no	   neurogénicas	   no	   promueven	   ni	   la	   proliferación	   ni	   la	  
diferenciación	  neuronal	  (Song	  et	  al.,	  2002).	  Estas	  características	  de	  las	  células	  del	  nicho	  vienen	  dadas,	  al	  
menos	   en	   parte,	   por	   su	   capacidad	   de	   secreción	   y	   expresión	   de	  moléculas	   específicas	   que	   juegan	   un	  
papel	   imprescindible	   en	   la	   regulación	   y	  mantenimiento	   del	   nicho.	   Estas	  moléculas	   pueden	   ser	   desde	  
Wnt,	  Notch,	  Sonic	  Hedgehog	  o	  BMPs,	  hasta	  factores	  de	  crecimiento	  y	  neurotrofinas	  o	  diversos	  tipos	  de	  
neurotransmisores	   (Tabla	   I1).	   De	   este	   modo,	   la	   clave	   del	   mantenimiento	   homeostático	   del	   nicho	   se	  
encuentra	  en	  la	  preservación	  de	  la	  estructura	  celular	  del	  mismo	  y	  por	  tanto,	  en	  el	  equilibrio	  entre	  todas	  
las	   moléculas	   señalizadoras	   pro-­‐proliferativas,	   diferenciativas	   y	   autorrenovantes	   generadas	   por	   los	  
componentes	  del	  nicho.	  	  
	  
4.	  Relevancia	  funcional	  de	  la	  neurogénesis	  adulta	  	  
Algunas	  de	  las	  preguntas	  que	  surgieron	  con	  el	  descubrimiento	  de	  la	  neurogénesis	  adulta	  fueron	  si	  estas	  
neuronas	  de	  nueva	  formación,	  generadas	  en	  el	  cerebro	  adulto,	  maduraban	  y	  se	  incorporaban	  al	  circuito	  
neuronal	  preexistente	  tanto	  del	  OB	  como	  del	  hipocampo,	  y	  si	  tenían	  alguna	  función	  en	  dichos	  circuitos.	  	  
En	  el	  caso	  de	  la	  neurogénesis	  en	  la	  SVZ,	  como	  ya	  se	  ha	  comentado,	  se	  sabe	  que	  las	  neuronas	  inmaduras	  
migran	  hasta	  el	  OB	  a	  través	  del	  RMS	  y	  allí	  pasan	  a	  formar	  parte	  del	  circuito	  preestablecido	  del	  OB.	  Este	  
circuito	  recibe	  y	  agrupa	  los	  diferentes	  olores	  para	  enviar	  las	  señales	  generadas	  hasta	  la	  corteza	  olfatoria.	  
En	   base	   a	   esto	   se	   han	   descrito	   posibles	   implicaciones	   de	   la	   neurogénesis	   de	   la	   SVZ	   (revisado	   por	  
Sakamoto	  et	  al.,	  2014).	  La	  más	  estudiada	  es	  la	  relación	  de	  la	  neurogénesis	  con	  la	  memoria	  olfatoria.	  Así,	  
algunos	   autores	   sugieren	   que	   el	   bloqueo	   de	   la	   producción	   de	   nuevas	   neuronas	   mediante	   distintos	  
métodos,	  daña	  el	  procesamiento	  de	  este	  tipo	  de	  memoria	  (Gheusi	  et	  al.,	  2000;	  Breton-­‐Provencher	  et	  al.,	  
2009).	   Por	   otro	   lado,	   también	   parece	   estar	   relacionada	   con	   el	   comportamiento	   innato	   asociado	   a	   la	  
detección	   de	   feromonas.	   En	   este	   sentido,	   algunos	   autores	   encuentran	   una	   regulación	   positiva	   de	   la	  
neurogénesis	   durante	   el	   embarazo	   y	   la	   lactancia	   (Shingo	   et	   al.,	   2003)	   así	   como	   en	   situaciones	   de	  
búsqueda	  de	  pareja	  (revisado	  por	  Sakamoto	  el	  at.,	  2014).	  
En	  el	  caso	  de	  la	  SGZ,	  entre	  2006	  y	  2009,	  los	  grupos	  de	  Gage	  y	  Schinder	  (Laplagne	  et	  al.,	  2007;	  Mongiat	  et	  
al.,	  2009)	  demostraron	  que	  efectivamente,	  esas	  nuevas	  neuronas	  maduraban	  y	  se	  integraban	  en	  la	  SGZ	  
con	  las	  mismas	  características	  que	  las	  neuronas	  generadas	  en	  estadío	  embrionario.	  A	  pesar	  de	  que	  las	  
funciones	  exactas	  de	  las	  nuevas	  neuronas	  no	  se	  conocen	  por	  completo,	  se	  cree	  que	  la	  región	  dorsal	  del	  
DG	  está	   relacionada	  con	  el	  aprendizaje	   y	   la	  memoria	  mientras	  que	   la	   región	  ventral	  está	   relacionada	  
con	  comportamientos	  afectivos	  (Bannerman	  et	  al.,	  2002).	  En	  cuanto	  al	  aprendizaje	  y	  la	  memoria,	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TABLA	   I1:	   Moléculas	   implicadas	   en	   la	   regulación	   del	   nicho	   neurogénico	   y	   su	   papel	   en	   la	   Enfermedad	   de	  
Alzheimer	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
existen	  varias	  hipótesis	  sobre	  cuál	  podría	  ser	   la	  función	  de	   la	  neurogénesis	  adulta	  en	  ambos	  procesos.	  
Estas	   hipótesis	   plantean	   funciones	   diferentes	   para	   la	   neurogénesis	   pero	   no	   necesariamente	   son	  
excluyentes	  entre	  si.	  La	  primera	  hipótesis	  se	  refiere	  a	  su	  posible	  función	  en	  la	  separación	  de	  patrones	  o	  
taréas	  de	  discriminación.	  	  Esta	  función	  se	  refiere	  a	  la	  capacidad	  de	  percibir	  como	  diferentes	  dos	  objetos	  
ó	   eventos	   similares.	   El	   primer	   evento	  marca	   un	   patrón	   en	   las	   neuronas	  maduras	  mientras	   que	   en	   el	  
segundo,	   son	   las	  neuronas	  de	  nueva	   formación	   las	  que	  almacenan	   la	   información	  diferencial	   entre	  el	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primer	   evento	   y	   el	   segundo	   para	   poder	   identificarlos	   como	   diferentes.	   En	   ausencia	   de	   neurogénesis	  
tanto	   la	   información	   común	   de	   ambos	   eventos	   como	   la	   información	   diferencial,	   se	   acumula	   en	   las	  
neuronas	  maduras.	   Esto	   hace	  que	   aumente	   la	   actividad	  del	   hipocampo	   y	   se	   produzcan	   interferencias	  
entre	  el	  patrón	  del	  primer	  evento	  y	  el	  del	  segundo	  por	  lo	  que	  no	  se	  perciben	  correctamente	  (McHugh	  et	  
al.,	  2007;	  Morris	  et	  al.,	  2012).	  Otra	  hipótesis	  es	  la	  implicación	  de	  la	  neurogénesis	  en	  la	  SGZ	  en	  procesos	  
de	   codificación	   temporal.	   Esta	   función	   se	   refiere	   a	   la	   capacidad	   de	   asociar	   dos	   eventos	   poco	   ó	   nada	  
parecidos	   entre	   sí	   debido	   a	   su	   proximidad	   temporal.	   Así,	   dos	   eventos	   independientes	   que	   se	   dan	  
próximos	  en	  el	   tiempo,	  se	  almacenarán	  en	   las	  nuevas	  neuronas.	  Si	   se	  diese	  un	   tercer	  evento	  con	  una	  
separación	  temporal	  respecto	  a	   los	  dos	  primeros	  de	  por	  ejemplo	  3	  meses,	   las	  nuevas	  neuronas	  que	  lo	  
almacenarían	  no	  serían	  las	  mismas	  que	  las	  de	  los	  eventos	  1	  y	  2	  porque	  éstas	  ya	  habrían	  madurado.	  Esto	  
hace	   que	   el	   primer	   y	   segundo	   evento	   se	   perciban	   interrelacionados,	   pero	   que	   el	   tercero	   se	   perciba	  
independiente	  (Morris	  et	  al.,	  2013).	  Una	  última	  hipótesis	  sería	  la	  relacionada	  con	  el	  nivel	  de	  resolución	  
de	   la	  memoria.	  Esta	  se	  refiere	  a	  la	  capacidad	  de	  recordar	  un	  mayor	  número	  de	  detalles	  de	  un	  evento.	  
Dado	  que	  las	  neuronas	  maduras	  acumulan	  los	  recuerdos	  más	  antiguos	  y	  las	  nuevas	  los	  más	  recientes,	  la	  
memoría	  podría	  presentar	  una	  mayor	  resolución	  en	  presencia	  de	  una	  neurogénesis	  activa	  y	  el	  individuo	  
podría	  recordar	  un	  mayor	  número	  de	  detalles	  para	  un	  evento	  (Arruda-­‐Carvalho	  et	  al.,	  2011).	  	  
La	  función	  relacionada	  con	  el	  comportamiento	  afectivo	  de	  la	  región	  ventral	  del	  DG	  se	  basa	  en	  la	  relación	  
observada	  entre	  tratamientos	  antidepresivos	  o	  asociados	  a	  estrés	  y	  el	   incremento	  o	  disminución	  de	   la	  
tasa	  neurogénica	  (Jacobs	  et	  al.,	  2000).	  Sin	  embargo,	  esta	  asociación	  no	  está	  plenamente	  aceptada	  dados	  
los	  datos	  contradictorios	  propuestos	  por	  varios	  autores	  (Holick	  et	  al.,	  2008;	  Kirby	  et	  al.,	  2013.)	  
La	  neurogénesis	   adulta,	   además	  de	  estar	   regulada	  mediante	  moléculas	  de	   señalización	   local,	   también	  
puede	   verse	   afectada	   por	   factores	   extrínsecos	   que	   alteran	   bien	   de	   forma	   positiva	   (aumentando	   la	  
producción	   de	   nuevas	   neuronas)	   como	   de	   forma	   negativa	   (disminuyendo	   dicha	   producción)	   la	  
neurogénesis.	  Por	  un	  lado	  existen	  reguladores	  positivos	  de	  la	  neurogénesis,	  como	  el	  ejercicio	  físico	  o	  el	  
enriquecimiento	   ambiental	   (Van	   Praag	   et	   al.,	   1999;	   Brown	   et	   al.,	   2003a).	   En	   muchos	   casos,	   estos	  
reguladores	  positivos	  han	  sido	  esenciales	  para	  demostrar	   la	   relación	  entre	   la	  neurogénesis	  adulta	  y	   la	  
memoria	  y	  aprendizaje	  de	  los	  individuos.	  Así	  se	  ha	  observado	  que	  un	  incremento	  neurogénico	  mejora	  la	  
realización	  de	  diversos	  test	  comportamentales	  dependientes	  de	  hipocampo	  (Van	  Praag	  et	  al.,	  1999;	  Van	  
Praag	  et	  al.,	  2000;	  Snyder	  et	  al.,	  2005).	  	  
Por	  otro	  lado,	  existen	  reguladores	  negativos	  entre	  los	  que	  se	  encuentran	  el	  envejecimiento	  además	  del	  
estrés	   o	   la	   inflamación.	   El	   envejecimiento	   es	   el	   regulador	   negativo	   más	   potente	   de	   la	   neurogénesis	  
adulta	   en	   todas	   las	   especies	   (Kuhn	   et	   al.	   1996).	   Así,	   durante	   el	   envejecimiento,	   los	   animales	   no	   sólo	  
obtienen	  peores	  resultados	  en	   los	  test	  comportamentales	  comparados	  con	   los	   individuos	   jóvenes	  sino	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que	   además,	   el	   envejecimiento	   altera	   vías	   de	   señalización	   claves	   en	   el	   mantenimiento	   del	   nicho	  
neurogénico	  (Shetty	  et	  al.,	  2005).	  
Existen	   determinadas	   enfermedades	   que	   ocasionan	   alteraciones	   neurogénicas.	   Sin	   embargo,	   resultan	  
difíciles	   de	   catalogar	   como	   inductoras	   o	   represoras	   de	   la	   neurogénesis	   dada	   la	   controversia	   en	   los	  
estudios	   relacionados	   con	   ellas.	   Algunas	   de	   estas	   enfermedades	   son	   los	   tumores	   cerebrales	   (Noble	   y	  
Dietrich,	   2004),	   la	   epilepsia	   cuyas	   convulsiones	   generan	   un	   incremento	  masivo	   pero	   aberrante	   de	   la	  
neurogénesis	   (Jiang	   et	   al.,	   2003),	   la	   depresión,	   la	   esquizofrenia	   y	   algunas	   enfermedades	  
neurodegenerativas	  como	  el	  Parkinson	  (Hoglingger	  et	  al.,	  2004)	  y	  la	  Enfermedad	  de	  Alzheimer	  (EA).	  En	  
el	   caso	   de	   la	   EA,	   y	   como	   ocurre	   con	   el	   envejecimiento,	   muchas	   vías	   de	   señalización	   básicas	   en	   la	  
regulación	   de	   la	   neurogénesis	   están	   alteradas	   (Tabla	   I1).	   Este	   hecho,	   en	   conjunto	   con	   la	   pérdida	   de	  
memoria	  y	  las	  disfunciones	  de	  aprendizaje	  mostrados	  por	  los	  pacientes	  de	  EA,	  apunta	  a	  una	  disfunción	  
de	  la	  neurogénesis	  en	  el	  desarrollo	  de	  la	  enfermedad.	  
	  
5.	  La	  Enfermedad	  de	  Alzheimer	  
Esta	  enfermedad	  fue	  descrita	  por	  primera	  vez	  en	  1907	  por	  el	  neuropatólogo	  alemán	  Alois	  Alzheimer	  con	  
el	   nombre	   de	   Dementia	   Praecox.	   Se	   trata	   de	   una	   enfermedad	   neurodegenerativa	   asociada	   al	  
envejecimiento	   y	   que	   se	   caracteriza	   por	   la	   progresiva	   pérdida	   de	   memoria	   y	   el	   deterioro	   de	   las	  
funciones	  cognitivas	  del	  enfermo	  (Goedert	  y	  Spillantini,	  2006).	  La	  duración	  de	  esta	  enfermedad	  es	  muy	  
variable,	  entre	  2	  y	  20	  años,	  entre	  unos	  individuos	  y	  otros.	  Es	  una	  de	  las	  grandes	  enfermedades	  del	  siglo	  
XXI	   en	   los	   países	   desarrollados	   dada	   su	   estrecha	   relación	   con	   el	   envejecimiento.	   Sólo	   en	   España	   se	  
detectan	  entre	  5	  y	  8	  casos	  nuevos	  anuales	  por	  cada	  1000	  personas	  (Bermejo-­‐Pareja	  et	  al.,	  2008).	  
Las	   características	   neuropatológicas	   de	   la	   EA	   son	   la	   formación	   de	   los	   denominados	   ovillos	  
neurofibrilares	   y	   de	   las	   llamadas	   placas	   seniles.	   Los	   ovillos	   neurofibrilares	   se	   forman	   en	   el	   interior	  
neuronal	   debido	   a	   la	   hiperfosforilación	   de	   la	   proteína	   Tau.	   Dicha	   proteína	   se	   encuentra	   de	   forma	  
habitual	   asociada	   a	  microtúbulos,	   pero	   su	   hiperfosforilación	   provoca	   	   su	   interacción	   negativa	   con	   los	  
microtúbulos	  haciendo	  que	  estos	  se	  desestabilicen	  y	  retraigan	  (Grundke-­‐Iqbal	  et	  al.,	  1986).	  Las	  placas	  se	  
forman	  en	  el	  espacio	  extracelular	  y	  se	  componen	  principalmente	  del	  péptido	  Amiloide	  Beta	  1-­‐42	  (Aβ	  1-­‐
42)	  procedente	  del	  procesado	  proteolítico	  de	  la	  Proteina	  Precursora	  Amiloide	  (APP,	  del	   inglés	  Amyloid	  
Precursor	   Protein)	   (revisado	   por	   Varela-­‐Nallar	   et	   al.,	   2010).	   Tanto	   los	   ovillos	   neurofibrilares	   como	   las	  
placas	  seniles,	  se	  acompañan	  de	  otros	  procesos	  patológicos	  como	  la	  gliosis	  reactiva,	  la	  inflamación	  y	  la	  
muerte	  neuronal	  (Giulian,	  1999;	  Griffin,	  2006).	  	  	  
Ambas	  características	  patológicas	  aparecen	  principalmente	  en	  las	  regiones	  del	  cerebro	  relacionadas	  con	  
la	  memoria	  y	  las	  emociones	  tales	  como	  la	  corteza	  entorrinal,	  el	  hipocampo,	  la	  amígdala,	  el	  lóbulo	  frontal	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y	   la	   corteza	   temporal	   y	   parietal	   (Clark	   et	   al.,	   2008),	   siendo	  especialmente	   temprana	   la	   afectación	  del	  
hipocampo.	  	  
	  
5.1	  Moléculas	  implicadas	  en	  la	  EA	  que,	  a	  su	  vez,	  regulan	  la	  neurogénesis	  
Como	   se	   muestra	   en	   la	   Tabla	   I1,	   existe	   un	   gran	   número	   de	   moléculas	   relacionadas	   directa	   o	  
indirectamente	   con	   la	   regulación	   neurogénica	   y	   que,	   a	   su	   vez,	   sufren	   alteraciones	   en	   condiciones	  
neurodegenerativas	  como	  la	  EA.	  En	  este	  trabajo	  de	  tesis	  doctoral	  nos	  hemos	  centrado	  en	  el	  estudio	  de	  
dos	   de	   ellas,	   dada	   bien	   su	   relevancia	   en	   la	   patogénesis	   de	   la	   enfermedad	   o	   su	   importancia	   en	   la	  
regulación	  de	  la	  actividad	  de	  las	  NSCs	  y	  los	  progenitores.	  
	  
5.1.1.	  Aβ	  1-­‐42	  
Es	  quizás	  una	  de	  las	  moléculas	  más	  estudiadas	  en	  la	  EA	  dada	  su	  estrecha	  relación	  con	  la	  formación	  de	  las	  
placas	  amiloides,	  que,	  como	  ya	  se	  ha	  descrito,	  es	  una	  de	  las	  principales	  características	  patológicas	  de	  la	  
enfermedad.	  
	  
¿Cómo	  se	  produce	  el	  Aβ	  1-­‐42?	  
APP,	  o	  proteína	  precursora	  de	  Aβ,	  es	  una	  proteína	  transmembrana	  que	  presenta	  sitios	  de	  corte	  para	  las	  
α,	   β	   y	   γ-­‐secretasas.	   El	   orden	   de	   corte	   de	   dichas	   secretasas	   define	   los	   dos	   tipos	   de	   procesamiento	  
conocidos	  para	   la	  proteína	  APP	  (Figura	   I2).	  Por	  un	   lado	  existe	  el	  procesamiento	  no	  amiloidogénico,	  el	  
más	  común	  en	  situaciones	  no	  patológicas,	  que	  se	  da	  gracias	  al	  corte	  inicial	  de	  la	  α-­‐secretasa	  dentro	  del	  
domino	  del	  Aβ	  (concretamente	  entre	  sus	  residuos	  16	  y	  17),	  previniendo	  de	  esta	  manera	  la	  formación	  del	  
péptido	  Aβ	  y	  liberando	  así	  el	  subproducto	  extracelular	  soluble	  correspondiente	  a	  la	  porción	  N-­‐terminal	  
de	  APP	  denominado	  sAPPα.	  De	  este	  modo	  quedaría	  anclado	  a	  la	  membrana	  el	  subproducto	  C-­‐terminal	  
CTFα.	   Tras	   el	   corte	   de	   la	   γ-­‐secretasa,	   se	   libera	   el	   péptido	   P3,	   que	   aunque	   no	   se	   considera	  
amiloidogénico,	   es	   capaz	   de	   agregarse	   y	   formar	   algunas	   placas	   difusas,	   y	   el	   denominado	   AICD	   (del	  
inglés,	  APP	  Intracelular	  Domain).	  Por	  otro	  lado,	  existe	  el	  procesamiento	  amiloidogénico,	  mucho	  menos	  
común	  en	  condiciones	  no	  patológicas	  y	  que	  parece	  estar	   incrementado	  en	   la	  EA.	  En	  este	  caso	  es	   la	  β-­‐
secretasa	   también	  denominada	  BACE1	   (de	   inglés,	  β-­‐site	  APP-­‐Cleaving	  Enzyme)	   la	  que	   corta	  APP	  en	  el	  
extremo	  N-­‐terminal	  del	  dominio	  de	  Aβ,	  produciendo	  un	  fragmento	  soluble	  en	  el	  extremo	  N-­‐terminal	  de	  
la	  APP	  denominado	  sAPPβ	   y	  un	   fragmento	   transmembrana	  en	  el	  C-­‐terminal	   llamado	  C99.	  El	  posterior	  
corte	  de	   la	  γ-­‐secretasa	  en	  el	   fragmento	  C99	   libera	  en	  el	  C-­‐terminal	  el	  AICD	  y	   finalmente	  el	  Aβ,	   siendo	  
este	  Aβ	  1-­‐40	  o	  1-­‐42	  dependiendo	  de	  la	  inclusión	  o	  exclusión	  de	  los	  dos	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aminoácidos	  que	  los	  diferencian	  en	  el	  corte	  de	  la	  γ-­‐secretasa	  (revisado	  por	  La	  Ferla	  y	  Oddo,	  2005).	  En	  el	  
caso	   de	   la	   EA,	   la	   alteración	   en	   el	   ratio	   Aβ	   1-­‐40	   frente	   a	   Aβ	   1-­‐42	   resulta	   determinante	   dado	   que	   la	  
capacidad	  de	  Aβ	  1-­‐42	  de	  unirse	  a	  otras	  moléculas	  también	  de	  Aβ	  1-­‐42	  y	  por	  tanto	  de	  agregar	  formando	  
bien	  oligómeros	  ó	  bien	  placas	  amiloides	  es	  mayor	  que	  la	  presentada	  por	  el	  Aβ	  1-­‐40.	  
En	  situaciones	  patológicas	  como	  la	  EA,	  se	  han	  descrito	  más	  de	  30	  mutaciones	  en	   la	  secuencia	  de	  APP.	  
Estas	   mutaciones	   se	   encuentran	   principalmente	   en	   los	   sitios	   de	   corte	   con	   las	   α,	   β	   y	   γ-­‐secretasas	  
produciendo	  una	  mayor	  incidencia	  del	  corte	  de	  las	  β	  y	  γ-­‐secretasas,	  lo	  que	  provoca	  un	  aumento	  de	  la	  vía	  
amiloidogénica	  y	  por	  tanto	  un	  aumento	  en	  la	  producción	  del	  producto	  proteolítico	  Aβ	  1-­‐42	  que	  forma	  
mayoritariamente	   las	  placas	   seniles	   (revisado	  por	  Selkoe,	  2001).	  Además,	   se	  producen	  mutaciones	  en	  
las	   presenilinas	   1	   y	   2	   (PS1	   y	   2).	   Las	   presenilinas	   son	   una	   familia	   de	   proteínas	   transmembrana	   que	  
funciona	  como	  parte	  del	  complejo	  proteolítico	  de	   las	  γ-­‐secretasas.	  Mutaciones	  en	  dichas	  presenilinas,	  
conllevan	  un	   incremento	  del	  ratio	  de	  corte	  y	  producción	  de	  Aβ	  1-­‐42	  frente	  a	  Aβ	  1-­‐40.	  Actualmente	  se	  
conocen	  más	  de	  200	  de	  mutaciones	  en	  dichas	  presenilinas.	  En	  concreto,	  las	  mutaciones	  presentes	  en	  el	  
gen	  de	  la	  PS1	  son	  especialmente	  abundantes	  y	  están	  asociadas	  a	  más	  de	  un	  tercio	  de	  los	  enfermos	  de	  
Alzheimer	  de	  tipo	  familiar	  (Selkoe,	  2001)	  (ver	  apartado	  5.2)	  
FIGURA	  I2:	  Vías	  de	  procesamiento	  de	  APP.	  La	  proteína	  transmembrana	  APP	  puede	  ser	  degradada	  siguiendo	  la	  vía	  
no	  amiloidogénica	  (izquierda)	  a	  través	  del	  corte	  secuencial	  de	  las	  secretasas	  α	  y	  γ.	  Esta	  vía	  genera	  los	  subproductos	  
proteolíticos	   p3	   soluble	   y	   AICD	   que	   queda	   anclado	   a	   la	   membrana.	   Por	   otro	   lado,	   APP	   puede	   seguir	   la	   vía	  
proteolítica	   amiloidogénica	   (derecha)	   mediante	   el	   corte	   secuencial	   de	   las	   secretasas	   β	   y	   γ.	   Esta	   vía	   genera	   los	  
denominados	  péptidos	  Aβ	  1-­‐40	  y	  Aβ	  1-­‐42.	  Ambas	  vías	  se	  encuentran	  en	  equilibrio	  siendo	  la	  no	  amiloidogénica	  la	  
principal	   en	   condiciones	   fisiológicas.	   En	   condiciones	   patológicas	   como	   la	   EA,	   el	   equilibrio	   se	   rompe	   y	   la	   vía	  
amiloidogénica	  pasa	  a	  ser	  la	  predominante	  aumentando	  significativamente	  la	  producción	  de	  Aβ	  1-­‐42.	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¿Qué	  implicación	  tiene	  el	  Aβ	  1-­‐42	  en	  la	  neurogénesis?	  
Curiosamente,	  algunos	  de	   los	  subproductos	  derivados	  del	  procesamiento	  proteolítico	  de	  APP,	  parecen	  
tener	   diversas	   implicaciones	   a	   nivel	   neurogénico.	   En	   el	   caso	   de	   sAPPα	   parece	   que	   su	   capacidad	  
reguladora	  está	  relacionada	  con	   la	  proliferación	  celular	   (revisado	  por	  Lazarov	  y	  Marr.,	  2010).	  Además,	  
parece	   señalizar	  de	   forma	  abundante	  en	   la	   SVZ	  donde	   regula	   la	  proliferación	  de	   las	   células	   Tipo-­‐C	  en	  
estado	  activo	  EGFR+	  (Caille	  et	  al.,	  2004;	  Ohsawa	  et	  al.,	  1999).	  	  
La	   función	   de	   Aβ	   1-­‐42	   en	   la	   neurogénesis	   sigue	   siendo	   controvertida.	   Por	   un	   lado,	   algunos	   autores	  
defienden	   la	  capacidad	  neurogénica	  de	  dicho	  péptido	  en,	  por	  ejemplo,	   células	  derivadas	  de	   la	  SVZ	  en	  
desarrollo	  o	  procedente	  de	  animales	  jóvenes	  sin	  observar	  variaciones	  en	  las	  tasas	  proliferativas	  ni	  de	  las	  
NSCs	   ni	   de	   sus	   células	   derivadas	   (Jin	   et	   al.,	   2004;	   Lopez-­‐Toledano	   y	   Shelanski,	   2004;	   Calafiore	   et	   al.,	  
2006).	  Sin	  embargo,	  otros	  investigadores	  sí	  observan	  un	  incremento	  proliferativo	  a	  concentraciones	  en	  
el	   rango	   micromolar	   del	   péptido	   en	   NSCs	   adultas	   (Heo	   et	   al.,	   2007)	   apuntando	   al	   receptor	   de	  
neurotrofinas	   p75	   (p75NTR)	   como	   uno	   de	   los	   posibles	   implicados	   en	   la	   vía	   de	   señalización	   de	   Aβ1-­‐42	  
(Sotthibundhu	  et	  al.,	  2009).	  Por	  el	  contrario,	  algunos	  grupos	  han	  descrito	  el	  efecto	  negativo	  de	  Aβ	  en	  la	  
proliferación	  y	  diferenciación	  de	  precursores	  neurales	  humanos	  y	  de	  roedor	  en	  cultivo,	  provocando	   la	  
entrada	   en	   apoptosis	   de	   dichas	   células	   (Haughey	   et	   al.,	   2002;	   Millet	   et	   al.,	   2005)	   o	   a	   través	   de	  
mecanismos	  oxidativos	  (Mazur-­‐kolecka	  et	  al.,	  2006).	  Sin	  embargo,	  cabe	  destacar	   la	  heterogeneidad	  en	  
dichos	   estudios	   en	   relación	   a	   los	   estados	   de	   agregación	   del	   péptido	   Aβ	   1-­‐42	   así	   como	   en	   las	  
concentraciones	   de	   uso	   del	   mismo.	   Este	   hecho,	   podría	   ser	   un	   factor	   determinante	   por	   el	   que	   en	   la	  
actualidad	  no	  se	  ha	  logrado	  un	  consenso	  en	  cuanto	  a	  la	  función	  del	  Aβ	  1-­‐42	  en	  la	  neurogénesis,	  tanto	  en	  
situaciones	  fisiológicas	  cómo	  en	  situaciones	  patológicas	  como	  la	  EA.	  
	  
5.1.2.	  Proteínas	  morfogenéticas	  de	  hueso	  (BMPs)	  
Las	  BMPs	   (del	   inglés,	   Bone	  Morphogenetic	   Proteins)	   son	  moléculas	   clave	   en	  el	   desarrollo	  del	   sistema	  
nervioso	  y	  que	  también	  regulan	  la	  neurogénesis	  adulta.	  Pertenecen	  a	  la	  superfamilia	  de	  citoquinas	  TGF-­‐
β	   (del	   inglés,	   Transforming	   Growth	   Factor	   Beta)	   representando	   casi	   un	   tercio	   de	   dicha	   superfamilia.	  
Fueron	   descritas	   por	   primera	   vez	   en	   1965	   por	   su	   implicación	   en	   la	   generación	   de	   hueso	   y	   en	   la	  
gastrulación	  (Urist,	  1965).	  Se	  les	  considera	  moléculas	  pleiomórficas	  dada	  su	  gran	  variedad	  de	  funciones	  	  
en	  el	  embrión	  como	  por	  ejemplo	  la	  regulación	  del	  patrón	  dorsoventral	  del	  tubo	  neural	  en	  el	  desarrollo,	  	  
proliferación,	  gliogénesis,	  apoptosis	  y	  neurogénesis	  (revisado	  por	  Hogan,	  1996).	  	  
	  
¿Cómo	  señalizan	  las	  BMPs?	  
Las	   BMPs	   se	   sintetizan	   como	   largos	   precursores	   proteicos	   en	   estado	   inactivo	   que	   necesitan	   de	   activación	  
mediante	  proteólisis	  del	  precursor.	  Esta	  proteólisis,	  al	  menos	  en	  estadíos	  embrionarios,	  se	  lleva	  a	  cabo	  por	  la	  
endoproteasa	   Furina	   y	   la	   PC6	   (del	   inglés,	   Proprotein	   Convertasa	   6)	   (Cui	   et	   al.,	   1998).	   Una	   vez	   activas,	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señalizan	  como	  dímeros	  a	  través	  de	  receptores	  también	  pertenecientes	  a	  la	  superfamilia	  de	  TGF-­‐β.	  Existen	  
dos	  tipos	  de	  receptores,	  los	  denominados	  tipo	  I	  que	  son	  tanto	  BMPR1A,	  también	  conocido	  como	  Alk3,	  y	  
BMPR1B	   o	   Alk6,	   y	   los	   de	   tipo	   II	   como	  BMPR2.	   Existen	   también	   los	   receptores	   Activina	   de	   tipo	   I	   y	   II	  
aunque	  estos	   llevan	  a	   cabo	  una	   señalización	  minoritaria	   (Tsuchida	  et	  al.,	   2009).	   La	   transducción	  de	   la	  
señal	   se	   produce	   a	   través	   de	   la	   tetramerización	   de	   dos	   receptores	   tipo	   I	   con	   dos	   receptores	   tipo	   II	  
(Kawabata	  et	  al.,	  1998).	  Algunos	  estudios	  sugieren	  que	  dichos	  receptores	  pueden	  aparecer	  en	   la	  superficie	  
celular	   como	   dímeros	   tipo	   I	   y	   dímeros	   tipo	   II,	   o	   como	   complejos	   preformados	   heterotetraméricos.	   	   Este	  
hecho	  parece	  determinar	  la	  vía	  de	  señalización	  activada	  por	  las	  BMPs	  (Hassel	  et	  al.,	  2003).	  	  
Así,	  se	  puede	  distinguir	  por	  un	  lado	  la	  vía	  canónica	  de	  las	  BMPs	  (Figura	  I3)	  que	  parece	  activarse	  en	  presencia	  
de	  complejos	  heterotetraméricos	  preformados	  de	  receptores.	  Esta	  vía	  activa	   la	  señalización	  a	  través	  de	   las	  
proteínas	  de	  unión	  a	  DNA,	   SMAD1,	   SMAD5	  y	   SMAD8	  conocidas	  en	   conjunto	   como	  SMAD	   reguladas	  por	  el	  
receptor	  o	  R-­‐SMADs.	  Cada	  R-­‐SMAD	  o	  grupo	  de	  SMAD1/5/8	   interacciona	  con	  SMAD4	  comportándose	  como	  
factor	  de	  transcripción	  y	  regulando	  la	  expresión	  de	  varios	  genes.	  Algunos	  de	  estos	  genes	  son	  Hes1	  y	  5,	  cuya	  
actividad	  inhibe	  la	  neurogénesis,	  Id1,	  2,	  3	  y	  4,	  cuya	  función	  es	  impedir	  la	  diferenciación,	  o	  el	  inhibidor	  de	  ciclo	  
celular	  p21cip/waf1	  (Itoh	  et	  al.,	  2000;	  Ogata	  et	  al.,	  1993).	  Por	  otro	  lado,	  las	  BMPs	  pueden	  señalizar	  a	  través	  de	  la	  
vía	  no	  canónica	  que	  es	  independiente	  de	  las	  proteínas	  SMAD	  y	  en	  la	  que	  los	  receptores	  se	  encuentran	  como	  
homodímeros	   (sin	   preformar	   un	   complejo	   heterotetramérico).	   Algunos	   ejemplos	   serían	   la	   activación	   de	  
MAPKs	  como	  ERK	  y	  p38-­‐MAPK	  a	  través	  del	  reclutamiento	  del	  receptor	  tipo	  II	  que,	  tras	  la	  unión	  de	  las	  BMPs,	  
activa	  dichas	  cascadas	  de	  señalización	  (Iwasaki	  et	  al.,	  1999;	  Kozawa	  et	  al.,	  2002).	  	  
In	  vivo	  ambas	  vías	  de	  señalización	  se	  regulan	  a	  través	  de	  los	  antagonistas	  de	  las	  BMPs	  que	  directamente	  se	  
unen	   a	   dichas	   BMPs	   y	   secuestran	   el	   ligando.	   Entre	   los	   antagonistas	   conocidos	   por	   el	   momento	   destacan	  
Noggin,	  Follistatin,	  Chordin,	  y	  Neurogenesin-­‐1.	  
	  
¿Qué	  implicación	  tienen	  las	  BMPs	  en	  la	  neurogénesis	  y	  en	  la	  EA?	  
En	   términos	  generales,	   las	  BMPs	   son	   reguladores	  negativos	  de	   los	  nichos	  neurogénicos	  de	   la	   SVZ	  y	   la	  
SGZ	  (Coskun	  et	  al.,	  2001;	  Colak	  et	  al.,	  2008).	  Esto	  se	  debe	  a	  su	  capacidad	  de	  bloquear	  la	  proliferación	  y	  la	  
neurogénesis	   tanto	   in	   vivo	   como	   in	   vitro	   (Lim	   et	   al.,	   2000;	   Bonaguidi	   et	   al.,	   2008)	   favoreciendo	   la	  	  
diferenciación	   glial	   a	   expensas	   de	   la	   neuronal	   (Bonaguidi	   et	   al.,	   2005).	   Así,	   las	   BMPs	   mantienen	   la	  
quiescencia	  de	  las	  NSCs	  y	  previenen	  la	  depleción	  prematura	  de	  dicha	  población.	  Esta	  función	  se	  lleva	  a	  
cabo	  a	  través	  de	  la	  vía	  canónica,	  de	  modo	  que	  la	  depleción	  del	  receptor	  BMPR1A	  así	  como	  de	  SMAD4,	  
resulta	  en	  un	  efecto	  similar	  al	  obtenido	  mediante	  la	  infusión	  del	  antagonista	  de	  las	  BMPs,	  Noggin	  (Mira	  
et	  al.,	  2010).	  	  
El	   equilibrio	   entre	   la	   activación	   e	   inhibición	   de	   la	   vía	   de	   las	   BMPs	   es	   una	   de	   las	   claves	   para	   la	  
neurogénesis	  adulta,	  pues	  la	  activación	  permite	  la	  preservación	  de	  las	  NSCs	  gracias	  a	  su	  quiescencia,	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FIGURA	  I3:	   	  Vía	  canónica	  de	  la	  señalización	  por	  BMPs.	  En	  presencia	  de	  ligando	  y	  ausencia	  de	  antagonistas	  como	  
Noggin,	   los	   receptores	   tipo-­‐I	   y	   tipo-­‐II	   se	   unen	   formando	   heterotetrámeros	   que	   inducen	   la	   fosforilación	   de	   las	  
proteínas	  SMAD	  1/5/8	  formando	  el	  denominado	  R-­‐SMAD.	  Este	  R-­‐SMAD	  interacciona	  con	  SMAD4	  para	  actuar	  como	  
factor	   de	   transcripción	   implicado	   en	   la	   regulación	   de	   genes	   que	   inhiben	   la	   diferenciación	   neural	   y	   favorecen	   la	  
quiescencia	  celular.	  	  
	  
	  
	  
mientras	   que	   la	   inhibición	   transitoria	   permite	   la	   proliferación	   y	   renovación	   neuronal.	   Este	   hecho	   se	  
produce	   in	   vivo,	   entre	   otros	   factores,	   gracias	   a	   la	   expresión	   del	   antagonista	   Noggin	   por	   parte	   de	   las	  
células	   ependimales	   en	   la	   SVZ	   (Lim	   et	   al.,	   2000)	   y	   del	   antagonista	   Neurogenesin-­‐1	   por	   parte	   de	   la	  
astroglía	  (Ueki	  et	  al.,	  2003)).	  Noggin	  aumenta	  la	  activación	  de	  los	  precursores	  neurales	  e	  incrementa	  la	  
neurogénesis,	   sin	   embargo,	   una	   expresión	   prolongada	   de	   Noggin	   conlleva	   la	   depleción	   de	   los	  
precursores	  y	  la	  pérdida	  de	  neurogénesis	  (Mira	  et	  al.,	  2010).	  	  
Durante	   los	   últimos	   años,	   cada	   vez	  más	   autores	   relacionan	   la	   activación	  de	   la	   vía	   de	   las	  BMPs	   con	   la	  
patología	   de	   la	   EA.	   Así,	   se	   ha	   observado	   en	   algunos	  modelos	  murinos	   genéticos	   de	   la	   EA	   como	   es	   el	  
APPswe/PS1ΔE9,	  una	  sobreexpresión	  de	  BMP4	  a	  nivel	  hipocampal	  y	  una	   represión	  de	   la	  expresión	  de	  
Noggin.	   Este	   hecho,	   correlaciona	   con	   una	   disminución	   de	   la	   proliferación	   en	   el	   nicho	   de	   la	   SGZ.	   Sin	  
embargo,	   el	   bloqueo	   de	   la	   actividad	   de	   BMP4	   tanto	   con	   oligonucleótidos	   antisentido	   (Li	   et	   al.,	   2008)	  
como	  mediante	  la	  infusión	  de	  Noggin	  (Tang	  et	  al.,	  2009),	  permite	  la	  reversión	  del	  descenso	  neurogénico.	  
Además,	  la	  proteína	  BMP6	  muestra	  niveles	  de	  elevados	  en	  el	  hipocampo	  de	  pacientes	  con	  EA	  así	  como	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en	  el	  modelo	  murino	   transgénico	  de	   la	   enfermedad	  mThy1-­‐hAPP751	   (Crews	  et	   al.,	   2010).	   Este	  hecho	  
concuerda	   con	   los	   ensayos	   in	   vitro	   que	   observan	   un	   incremento	   de	   BMP6	   tras	   el	   tratamiento	   de	   los	  
precursores	   neurales	   con	   Aβ1-­‐42	   (Crews	   et	   al.,	   2010).	   Además,	   la	   presencia	   de	   BMP6	   inhibe	   la	  
neurogénesis	   hipocampal	   en	   procesos	   de	   estimulación	   como	   el	   ejercicio	   voluntario	   (Gobeske	   et	   al.,	  
2009).	  
	  
5.2.	  Aspectos	  genéticos	  de	  la	  EA	  
La	  EA	  puede	  clasificarse	  en	  dos	  tipos	  según	  su	  origen	  o	  etiología.	  La	  denominada	  forma	  esporádica,	  que	  
representa	  más	  de	  un	  95%	  de	  los	  casos	  de	  la	  EA,	  y	  la	  forma	  familiar	  de	  carácter	  autosómico	  dominante,	  
que	  representa	  menos	  del	  5%	  de	  los	  casos	  de	  la	  enfermedad	  (Campion	  et	  al.,	  1999).	  
La	  EA	  familiar	  muestra	  sus	  primeros	  síntomas	  antes	  de	  los	  65	  años	  de	  edad	  del	  individuo	  y	  presenta	  un	  
un	   patrón	   de	   herencia	   típicamente	   mendeliano.	   En	   la	   actualidad	   se	   sabe	   que	   este	   subtipo	   de	   la	  
enfermedad	   se	   debe	   a	   la	   presencia	   de	   mutaciones	   puntuales	   en	   la	   proteína	   APP,	   presenilina-­‐1	   y	  
presenilina-­‐2	   anteriormente	   descritas,	   lo	   que	   incrementa	   la	   producción	   de	   Aβ	   1-­‐42	   favoreciendo	   el	  
proceso	  de	  agregación	  y	  producción	  de	  las	  placas	  amiloides	  (Bird,	  2008).	  
En	  cuanto	  a	   la	  otra	  gran	  característica	  de	   la	  EA,	   la	  hiperfosforilación	  de	  Tau,	  resulta	  curioso	  que	  no	  se	  
hayan	   encontrado	   mutaciones	   en	   el	   gen	   de	   dicha	   proteína	   en	   los	   enfermos	   de	   EA.	   Esto	   apoya	   la	  
“hipótesis	   de	   la	   cascada	   amiloide”	   que	   sugiere	   que	   la	   acumulación	   mayoritaria	   del	   péptido	   Aβ	   1-­‐42	  
provoca	  una	  cascada	  de	  reacciones	  que	  originan	  la	  patología	  de	  tau	  y	  así	  la	  muerte	  neuronal	  (revisado	  
por	  Hardy,	  2002).	  
Por	  otro	  lado,	  la	  EA	  esporádica	  no	  tiene	  un	  origen	  genético	  tan	  claro	  como	  la	  familiar	  lo	  que	  apunta	  a	  un	  
posible	  origen	  multifactorial.	  Suele	  aparecer	  a	  edades	  más	  avanzadas	  de	  entre	  60-­‐65	  años	  de	  edad.	  A	  
pesar	  de	  que	  el	  envejecimiento	  no	  parece	   ser	   la	   causa	  directa	  de	  esta	  enfermedad,	   se	  cree	  que	  es	  el	  
mayor	  factor	  de	  riesgo	  dado	  que	  la	  incidencia	  de	  la	  EA	  aumenta	  de	  forma	  exponencial	  a	  partir	  de	  los	  65	  
años	  (Kawas	  y	  Corrada,	  2006).	  Existen	  otros	  factores	  de	  riesgo	  de	  la	  enfermedad	  como	  es	  la	  exposición	  a	  
distintos	  agentes	  ambientales	  como	  pesticidas,	  metales	  o	  virus	  (Doty,	  2008).	  También	  existen	  factores	  
de	  riesgo	  vascular	  como	  tabaquismo,	  hipertensión,	  obesidad,	  fibrilación	  auricular	  o	  diabetes	  (Ott	  et	  al.,	  
1999).	   Además,	   existen	   algunos	   factores	   de	   riesgo	   genético	   en	   la	   EA	   esporádica,	   el	   más	   conocido	   y	  
demostrado	   es	   la	   variante	   alélica	   E4	   del	   gen	   de	   la	   apolipoproteína	   E	   (ApoE).	   La	   APOE	   regula	   la	  
concentración	  de	  colesterol	  y	  triglicéridos	  en	  sangre.	  Se	  sintetiza	  en	  el	  sistema	  nervioso	  principalmente	  
por	   los	  astrocitos	  y	  microglía	  de	  forma	  mayoritaria	  y	  son	  las	  neuronas	   las	  que	  expresan	  los	  receptores	  
para	   APOE.	   El	   gen	   que	   codifica	   dicha	   proteína	   puede	   presentar	   tres	   alelos:	   el	   E3,	   el	   más	   común	   y	  
extendido,	  el	  E2	  que	  parece	  presentar	  efecto	  protector	  frente	  a	  la	  EA	  y	  finalmente	  el	  E4,	  que	  favorece	  la	  
aparición	  de	  la	  enfermedad	  a	  una	  edad	  más	  temprana	  (Poirier	  et	  al.,	  1993;	  Raber	  et	  al.,	  2004).	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5.3.	  Modelos	  murinos	  de	  la	  EA	  familiar	  
Aunque	   la	  EA	  de	   tipo	   familiar	  es	   la	   vertiente	   con	  menos	   casos	  de	   la	  enfermedad,	  el	  hecho	  de	  que	   se	  
induzca	  por	  mutaciones	  de	   tipo	  puntual	  en	   las	  proteínas	  APP	  y	  presenilinas	  1	  y	  2,	  hace	   relativamente	  
fácil	   la	   generación	   de	   modelos	   murinos	   de	   la	   enfermedad	   portadores	   de	   dichas	   mutaciones.	   Sin	  
embargo,	   es	   verdad	   que	   no	   existe	   ninguno	   de	   dichos	   modelos	   que	   exhiba	   todas	   las	   características	  
patológicas	   de	   la	   EA	   desarrollada	   en	   humanos.	   El	  modelo	  murino	   ideal	   para	   la	   EA	   debería	   presentar	  
todas	   las	   características	   clínicas	   y	   patológicas	   de	   la	   enfermedad,	   desde	   los	   déficits	   cognitivos	   y	   de	  
comportamiento,	   hasta	   la	   presencia	   de	   placas	   amiloides,	   gliosis,	   pérdida	   sináptica,	   ovillos	  
neurofibrilares,	  pérdida	  neuronal	  y	  neurodegeneración.	  	  
Dentro	  de	  los	  modelos	  genéticos	  se	  podrían	  establecer	  varios	  subgrupos.	  En	  este	  caso,	  nos	  centraremos	  
en	   tres	   de	   ellos.	   Por	   un	   lado	   están	   los	   animales	   transgénicos	   que	   portan	   la	   proteína	   APP	   humana	  
mutada,	   es	   probablemente	   el	   grupo	  más	   numeroso	   dado	   que	   existen	  modelos	   para	   cada	   una	   de	   las	  
mutaciones	  descritas	   .	  Además	  del	   tipo	  de	  mutación,	   la	  expresión	  de	   la	  proteína	  APP	  se	  controla	  bajo	  
diferentes	   promotores	   en	   cada	   uno	   de	   los	   modelos	   existentes,	   lo	   que	   provoca	   diversos	   niveles	   y	  
patrones	   de	   expresión	   espacial.	   Por	   otro	   lado,	   cada	   modelo	   ha	   sido	   generado	   en	   diversos	   fondos	  
genéticos	  lo	  que	  incrementa	  más	  incluso	  la	  variabilidad	  entre	  los	  distintos	  modelos	  genéticos.	  Algunos	  
de	  los	  modelos	  más	  empleados	  de	  este	  grupo	  son	  por	  ejemplo	  PDAPP	  (con	  la	  mutación	  Indiana	  de	  APP	  
bajo	  el	  promotor	  PDGF-­‐β,	  Games	  et	  al.,	  1995;	  Rockenstein	  et	  al.,	  1995),	   J20	   (portador	  de	   la	  mutación	  
Indiana	  y	  Sueca	  bajo	  el	  control	  del	  promotor	  PDGF-­‐β,	  Mucke	  et	  al.,	  2000),	  mThy-­‐hAPP751	  (portador	  de	  
las	  mutaciones	  sueca	  y	  london	  bajo	  el	  promotor	  Thy1,	  Rockestein	  et	  al.,	  2001)	  ó	  Tg2576	  y	  APP23	  (ambos	  
portan	   la	  mutación	   sueca	  en	  APP	  bajo	   los	  promotores	  HamPrP,	  proteína	  priónica	  de	  hámster,	   y	   Thy1	  
respectivamente,	  Hsiao	  et	  al.,1996;	  Sturchler-­‐Pierrat	  et	  al.,	  1997).	  	  
Otro	  gran	  subgrupo	  dentro	  de	  los	  modelos	  genéticos	  de	  la	  EA	  son	  los	  modelos	  transgénicos	  que	  portan	  
la	  proteína	  APP	  y	  la	  presenilina	  1	  humanas	  mutadas.	  En	  algunos	  casos,	  los	  animales	  mutantes	  sólo	  para	  
PS1,	  como	  es	  el	  ejemplo	  del	  PS1(A246E),	  	  son	  prácticamente	  asintomáticos	  hasta	  edades	  avanzadas	  de,	  
en	  este	  caso,	  2	  años	  y	  apenas	  muestran	  alteraciones	  conductuales	  con	  la	  edad	  (Schneider	  et	  al.,	  2001).	  
Es	   por	   ello	   que	   se	   usa	   la	   combinación	   de	   APP	   humano	  mutado	   junto	   con	   PS1	  mutante.	   Así,	   existen	  
modelos	  como	  PS/APP	  (es	  el	  modelo	  antes	  mencionado	  Tg2576	  con	  la	  mutación	  M146L	  de	  la	  PS1	  bajo	  el	  
promotor	  PDGF-­‐β,	  Holcomb	  et	  al.,	  1998).	  El	  modelo	  APPswe/PS1ΔE9	  (porta	  cada	  una	  de	  las	  mutaciones	  
bajo	  promotores	  	  independientes	  de	  mPrP,	  Jankowsky	  et	  al.,	  2001)	  o	  el	  modelo	  denominado	  5xFAD	  (con	  
las	  mutaciones	  sueca,	  florida	  y	  London	  en	  APP	  bajo	  el	  promotor	  Thy1	  y	  2,	  y	  M146L	  y	  L286V	  en	  PS1	  bajo	  
el	  promotor	  Thy1;	  Oakley	  et	  al.,	  2006).	  
Finalmente,	   existe	   un	   tercer	   grupo	   que	   se	   compone	   de	   2	   modelos	   que	   presentan	   APP,	   PS1	   y	   TAU	  
humanos	   mutados.	   El	   primero	   es	   el	   llamado	   triple	   transgénico	   o	   3xTg	   que	   presenta	   la	   mutación	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APPswe,	  M146V	   en	   PS1	   y	   P30IL	   en	   Tau,	   todas	   ellas	   bajo	   el	   promotor	   Thy	   1.2	   (Oddo	   et	   al.,	   2003).	   El	  
segundo	  modelo	   es	   el	   PLB1-­‐triple	   que	   presenta	   las	  mutaciones	   APP	   sueca	   y	   london,	   A246E	   en	   PS1	   y	  
P301L	  y	  R406W	  en	  Tau,	  todas	  ellas	  bajo	  el	  promotor	  CaMKII-­‐α	  (Platt	  et	  al.,	  2011).	  	  
	  
5.4.	  SAMP8	  como	  posible	  modelos	  murino	  de	  la	  EA	  esporádica	  
La	  mayoría	  de	  investigaciones	  actuales,	  apuntan	  al	  carácter	  multifactorial	  que	  conlleva	  el	  origen	  de	  la	  EA	  
esporádica,	  esta	  circunstancia	  hace	  difícil	  generar	  un	  modelo	  murino	  que	  simule	  de	  forma	  rigurosa	  la	  EA	  
de	  comienzo	   tardío.	  Sin	  embargo,	  de	  un	   tiempo	  a	  esta	  parte,	  algunos	  autores	  apuntan	  a	   los	  animales	  
SAMP8	   (del	   inglés,	   Senescence-­‐Accelerated	   Mouse	   Prone	   8,	   referidos	   en	   esta	   tésis	   como	   P8)	   como	  
posible	   modelo	   de	   utilidad	   para	   el	   estudio	   de	   esta	   enfermedad	   y	   a	   los	   animales	   SAMR1	   (del	   inglés	  
Senescence-­‐Accelerated	  Mouse	  Resistant	  1,	  referidos	  en	  esta	  tésis	  como	  R1)	  como	  su	  cepa	  control.	  Fue	  
en	  1981	  cuando	  Takeda	  y	  colaboradores	  mostraron	  por	  primera	  vez	  la	  cepa	  SAM	  (del	  inglés	  Senescence-­‐
Accelerated	  Mouse)	  y	  en	  1997	  cuando	  la	  describieron	  de	  forma	  más	  detallada.	  Esta	  cepa	  desarrollada	  a	  
partir	  de	  la	  cepa	  AKR/J,	  donada	  por	  los	  laboratorios	  Jackson	  en	  1968,	  consistía	  inicialmente	  en	  9	  grupos	  
de	  animales	  SAMP	  y	  en	  3	  grupos	  de	  animales	  SAMR.	  Estos	   investigadores	  se	  dieron	  cuenta	  de	  que	  en	  
algunas	   camadas,	  muchos	  de	   los	   animales	  mostraban	  un	  grado	  de	  moderado	  a	   severo	  de	  pérdida	  de	  
actividad,	  de	  pelo,	  de	  brillo	  así	  como	  lesiones	  perioftálmicas,	   lordocifosis	  y	  una	  reducida	  esperanza	  de	  
vida.	   Además,	   en	   la	   autopsia	   de	   algunos	   de	   ellos	   se	   observaban	   depósitos	   amiloideos,	   abcesos	   y	  
linfomas.	  De	   este	  modo	  decidieron	   separar	   y	  mantener	   en	   condiciones	   consanguíneas	   a	   los	   animales	  
que	  presentaban	  estas	  características	  de	  envejecimiento	  prematuro	  (SAMP)	  de	  los	  animales	  que	  no	  las	  
presentaban	   (SAMR).	   En	   la	   actualidad	   existen	  principalmente	   8	   cepas	   de	   los	   animales	   SAMP	   (SAMP1,	  
SAMP2,	  SAMP3,	  SAMP6,	  SAMP7,	  SAMP8,	  SAMP9	  y	  SAMP10)	  y	  3	  cepas	  de	  los	  animales	  SAMR	  (SAMR1,	  
SAMR4	  y	  SAMR5).	  Todas	  estas	  cepas	  presentan	  diferencias	  en	  cuanto	  a	  su	  fenotipo,	  como	  por	  ejemplo	  
el	  diverso	  grado	  de	  afectación	  de	   los	  órganos,	   la	   incidencia	  de	  células	   linfoides	  o	   la	  esperanza	  de	  vida	  
(Takeda	  et	  al	  1997).	  Sin	  embargo,	  en	  ningún	  caso	  se	  trata	  de	  cepas	  modificadas	  genéticamente.	  	  	  
Con	  el	  paso	  del	  tiempo	  la	  cepa	  P8	  no	  sólo	  se	  ha	  aceptado	  como	  modelo	  de	  envejecimiento,	  si	  no	  que	  se	  
ha	  propuesto	  como	  un	  posible	  modelo	  de	  la	  EA	  dado	  que	  estos	  ratones	  muestran	  lesiones	  asociadas	  con	  
la	  EA	  de	  forma	  dependiente	  a	  su	  edad	  (revisado	  por	  Morley	  et	  al.,	  2012).	  Algunas	  de	  estas	  lesiones	  son	  
el	  incremento	  del	  estrés	  oxidativo	  (Yasui	  et	  al.,	  2003),	  acúmulos	  de	  Aβ	  (aunque	  hasta	  el	  momento	  no	  se	  
ha	  demostrado	  su	  tinción	  con	  rojo	  congo),	  la	  gliosis	  y	  la	  hiperfosforilación	  de	  Tau	  (Canudas	  et	  al.,	  2005).	  
En	  relación	  a	  la	  patología	  relacionada	  con	  el	  Aβ,	  los	  animales	  P8	  muestran	  un	  incremento	  de	  la	  proteína	  
APP	  asociado	  a	  la	  edad	  (Kumar	  et	  al.,	  2000;	  Morley	  et	  al.,	  2000;	  Nomura	  et	  al.,	  1996).	  Además,	  se	  han	  
descrito	   déficits	   cognitivos	   en	   estos	   animales	   que	   pueden	   revertirse	   mediante	   oligonucleótidos	  
antisentido,	  diseñados	  contra	  el	  mRNA	  de	  APP,	  o	  mediante	  la	  administración	  de	  anticuerpos	  contra	  Aβ	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(Kumar	  et	  al.,	   2000;	  Kumar	  et	  al.,	   2001;	   revisado	  por	  Morley,	  2002;	  Poon	  et	  al.,	   2004).	  Por	  otro	   lado,	  
algunos	   estudios	   de	   comportamiento	   realizados	   sobre	   dichos	   animales,	   muestran	   la	   existencia	   de	  
alteraciones	   neuroquímicas	   y	   cognitivas	   que	   también	   están	   presentes	   en	   los	   pacientes	   de	   EA,	  
incluyendo	  una	  pérdida	  progresiva	  de	  memoria	   (revisado	  por	  Pallàs	  et	  al.,	  2008).	  A	  nivel	  genético,	   los	  
animales	   P8	  muestran	   51	  mutaciones	   puntuales	   en	   comparación	   con	   los	   animales	   R1	   (Delerue	   et	   al.,	  
2013).	   Al	   menos	   el	   50%	   de	   los	   genes	   identificados	   con	  mutaciones	   puntuales	   en	   los	   P8,	   desarrollan	  
funciones	   en	   el	   cerebro.	   Algunos	   de	   estos	   genes	   codifican	   para	   kinasas	   y	   fosfatasas	   (PTPRD,	   TESK1	   o	  
TMEM55B)	   que	   pueden	   regular	   potencialmente	   la	   fosforilación	   de	   Tau.	   Además	   también	   aparece	  
mutado	  IRS2	  (del	   inglés,	   Insulin	  Receptor	  Substrate	  2)	  que	  es	  un	  regulador	  negativo	  de	  la	  memoria	  así	  
como	  un	   inhibidor	  de	   la	  potenciación	  a	   largo	  plazo	   inducida	  a	  través	  del	  receptor	  NMDA	  (Irvine	  et	  al.,	  
2011;	  Martin	  et	  al.,	  2012).	  
Todo	  esto	  en	  conjunto	  sugiere	  que	  la	  cepa	  SAMP8	  puede	  constituir	  un	  buen	  modelo	  complementario	  a	  
los	  modelos	  transgénicos	  en	  el	  estudio	  de	  la	  EA	  esporádica.	  
	  
6.	  Efecto	  de	  la	  EA	  sobre	  la	  neurogénesis:	  ¿es	  un	  regulador	  positivo	  o	  negativo?	  
La	   disfunción	   neurogénica	   y	   su	   implicación	   en	   la	   EA	   está	   cada	   vez	   más	   estudiada.	   Algunos	   autores	  
sugieren	  que	  las	  alteraciones	  en	  la	  neurogénesis	  pueden	  ser	  relevantes	  en	  la	  EA	  teniendo	  en	  cuenta	  la	  
pronta	  afectación	  del	  hipocampo	  en	  la	  enfermedad.	  Este	  hecho	  podría	  explicar	  la	  pérdida	  de	  memoria,	  
desorientación	  y	  alteraciones	   comportamentales,	   así	   cómo	  alteraciones	  en	  moléculas	  esenciales	  en	   la	  
homeostasis	   del	   nicho.	   Sin	   embargo,	   existen	   resultados	   contradictorios	   acerca	   de	   la	   desregulación	  
positiva	  o	  negativa	  de	  la	  neurogénesis	  en	  la	  EA.	  
En	  muestras	  hipocampales	  de	  enfermos	  de	  EA,	   se	  ha	  descrito	   tanto	  un	   incremento	   (Boekhoorn	  et	  al.,	  
2006)	  	  como	  un	  descenso	  de	  la	  proliferación	  y	  la	  neurogénesis	  (Crews	  et	  al.,	  2010;	  Nagy	  et	  al.,	  1997).	  En	  
el	  caso	  de	  los	  modelos	  murinos	  de	  la	  enfermedad,	  la	  mayoría	  de	  los	  autores	  muestran	  un	  descenso	  en	  la	  
proliferación	  de	   las	   células	  precursoras	  y	  un	  descenso	  de	   la	   tasa	  de	   supervivencia	  de	   las	  neuronas	  de	  
nueva	  formación.	  Los	  modelos	  transgénicos	  portadores	  de	  una	  única	  mutación	  en	  APP	  (Donovan	  et	  al.,	  
2006)	  o	  en	  la	  presenilina	  1	  PS1	  (Wang	  et	  al.,	  2004;	  Wen	  et	  al.,	  2004)	  así	  como	  dobles	  mutantes	  APP/PS1	  
(Demars	  et	  al.,	  2010;	  Zhang	  et	  al.,	  2007)	  y	   triples	   transgénicos	  3XTg	   (Rodriguez	  et	  al.,	  2008)	  muestran	  
una	  disminución	  de	  la	  neurogénesis	  que	  correlaciona	  con	  la	  presencia	  de	  placas	  amiloides.	  Sin	  embargo,	  
dobles	   y	   triples	  mutaciones	   en	   APP	   suelen	   conllevar	   un	   incremento	   de	   la	   proliferación	   de	   las	   células	  
precursoras	   (Ermini	   et	   al.,	   2008;	   Jin	   et	   al.,	   2004;	   Lopez-­‐Toledano	   y	   Shelanski,	   2007;	  Mirochnic	   et	   al.,	  
2009).	   Estos	   resultados,	   en	   apariencia	   contradictorios,	   entre	   los	   diversos	   modelos	   genéticos	   de	   la	  
enfermedad,	   pueden	   encontrar	   su	   explicación	   científica	   en	   las	   diversas	   estrategias	   empleadas	   para	  
dirigir	   la	   expresión	   del	   trangen.	   Estas	   estrategias	   puede	   provocar	   una	  mayor	   o	  menor	   producción	   de	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Aβ	  1-­‐42	   favoreciendo	   su	   estado	   soluble	   en	   forma	   de	   monómeros	   u	   oligómeros,	   o	   su	   agregación	   en	  
placas	   amiloides.	   Además,	   existen	   diferencias	   entre	   los	   paradigmas	   de	   administración	   de	   BrdU	   y	   las	  
edades	   de	   análisis	   de	   los	   animales	   que	   emplean	   los	   diversos	   autores	   para	   llevar	   a	   cabo	   sus	   estudios	  
neurogénicos,	  lo	  que	  igualmente	  puede	  generar	  diversidad	  de	  resultados.	  Finalmente,	  el	  fondo	  genético	  
de	   los	   animales	   transgénicos	   puede	   producir	   variaciones	   en	   la	   edad	   de	   aparición	   de	   los	   primeros	  
síntomas	  de	  la	  enfermedad,	  así	  como	  de	  sus	  características	  principales	  como	  son	  la	  formación	  de	  placas	  
amiloides	  (Mu	  y	  Gage,	  2011;	  Rodriguez	  y	  Verkhratsky,	  2011;	  Winner	  et	  al.,	  2011).	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“Si no estás preparado para 
cometer un error, no vas a 
hacer grandes progresos”	

	

Maurice Wilkins	

objetivos 
	  
OBJETIVOS 
 
	  
El	   PRIMER	   OBJETIVO	   de	   esta	   tesis	   ha	   sido	   verificar	   la	   edad	   a	   la	   que	   los	   animales	   SAMP8	   presentan	  
alteraciones	   relacionadas	   con	   el	   envejecimiento,	   así	   como	   patologías	   asociadas	   a	   la	   Enfermedad	   de	  
Alzheimer.	   La	   finalidad	   de	   este	   objetivo	   fue	   establecer	   el	   rango	   de	   edades	   consideradas	   anteriores	   y	  
posteriores	   a	   la	   aparición	   de	   los	   primeros	   síntomas	   de	   la	   enfermedad,	   para	   poder	   diseñar	   el	   resto	   del	  
estudio.	  	  
	  
	  
El	  SEGUNDO	  OBJETIVO	   de	   esta	   tesis	   ha	   sido	   la	   caracterización	  de	   la	   actividad	  de	   las	  NSCs,	   en	   la	   SVZ	  de	  
animales	  SAMP8,	  principalmente	  en	  estadíos	  anteriores	  a	   la	  aparición	  de	   la	  patología	  de	  Alzheimer.	  Para	  
ello	  se	  plantearon	  los	  siguientes	  subobjetivos:	  
♦	  Determinar	  la	  actividad	  proliferativa	  de	  la	  SVZ	  de	  animales	  SAMP8	  frente	  a	  su	  control	  SAMR1.	  
♦	  Analizar	  específicamente	  la	  población	  de	  NSCs	  de	  la	  SVZ	  de	  animales	  SAMP8	  y	  SAMR1.	  	  
♦	  Estudiar	  el	  comportamiento	  in	  vitro	  de	  los	  cultivos	  de	  neuroesferas	  de	  animales	  SAMP8	  y	  SAMR1.	  
♦	  Probar	  la	  implicación	  de	  mecanismos	  autocrinos	  y/o	  paracrinos	  en	  la	  desregulación	  de	  la	  actividad	  de	  las	  	  	  	  	  	  
NSCs	  de	  los	  animales	  SAMP8	  y	  la	  vía	  de	  señalización	  afectada.	  
	  
	  
El	   TERCER	   OBJETIVO	   de	   esta	   tesis	   ha	   sido	   la	   caracterización	   de	   la	   actividad	   de	   las	   NSCs,	   en	   la	   SGZ	   de	  
animales	  SAMP8,	  en	  estadíos	  anteriores	  a	  la	  aparición	  de	  la	  patología	  de	  Alzheimer.	  Para	  ello	  se	  plantearon	  
los	  siguientes	  subobjetivos:	  
♦	  Determinar	  in	  vivo	  la	  actividad	  proliferativa	  de	  la	  SGZ	  de	  animales	  SAMP8	  frente	  a	  su	  control	  SAMR1.	  
♦	  Analizar	   la	  dinámica	  celular	  de	  las	  NSCs	  y	  de	  las	  células	  derivadas	  de	  ellas	  para	  poder	  estudiar	  posibles	  
alteraciones	  en	  la	  neurogénesis	  y	  gliogénesis	  de	  la	  SGZ	  de	  animales	  SAMP8	  y	  SAMR1.	  
♦	   Caracterizar	   la	   posible	   desregulación	   de	   la	   vía	   de	   señalización	   de	   las	   BMPs	   en	   los	   animales	   SAMP8	   y	  
establecer	  su	  regulación	  con	  el	  fenotipo	  observado.	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“La humanidad también necesita soñadores, 	

para quienes el desarrollo de una tarea sea tan 
cautivante que les resulte imposible dedicar 	

su atención a su propio beneﬁcio”	

	

Marie Curie	

materiales y 
métodos  
	  
	  	  
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
	  
	  
1.	  Animales	  
Las	   cepas	   empleadas	   para	   el	   estudio	   principal	   de	   esta	   tesis	   fueron	   SAMR1	   (Senescence	   Accelerated	  
Mouse	  Resistant	  1)	  y	  SAMP8	  (Senescence	  Accelerated	  Mouse	  Prone	  8).	  Dichas	  cepas	  no	  transgénicas	  se	  
derivaron	  a	  partir	  de	  la	  cepa	  AKR/J.	  	  
Los	  animales	  de	   la	   cepa	  SAMP8	   son	   susceptibles	  de	   sufrir	   envejecimiento	  prematuro	   frente	  a	   la	   cepa	  
SAMR1,	   resistente	   a	   dicho	   envejecimiento,	   y	   por	   tanto	   aceptada	   como	   cepa	   control	   (Takeda	   et	   al.,	  
1981).	   Ambas	   cepas	   fueron	   cedidas	   por	   la	   Dra.	   Mercè	   Pallàs	   de	   la	   Universidad	   de	   Barcelona.	   Como	  
control	   de	   las	   características	   básicas	   de	   animales	   salvajes,	   se	   emplearon	   ratones	   Crl:CD1(ICR)	  
procedentes	  de	  la	  compañía	  Charles	  River	  (les	  Oncins,	  Francia)	  así	  como	  ratones	  C57/Bl6	  cedidos	  por	  el	  
Instituto	  de	  Salud	  Carlos	  III.	  Todos	  los	  animales	  fueron	  estabulados	  	  y	  manipulados	  según	  lo	  establecido	  
por	   el	   Comité	   de	   Ético	   de	   la	   Investigación	   y	   del	   Bienestar	   Animal	   (CEIyBA)	   del	   Instituto	   de	   Salud	  
Carlos	  III.	   Además,	   las	   cepas	   SAMR1	   y	   SAMP8	   fueron	   estabuladas	   en	   condiciones	   libres	   de	  patógenos	  
específicos	   (SPF)	   y	   cruzadas	   siguiendo	   las	  mismas	   características	   descritas	   por	   Tanaka	   (Tanaka	   et	   al.,	  
2005).	  	  
Los	   animales	   empleados	   fueron	   machos	   con	   edades	   comprendidas	   entre	   el	   mes	   y	   los	   14	   meses	  
ahondando	  principalmente	  en	  el	  estudio	  a	  los	  2	  meses.	  	  
	  
2.	  Métodos	  in	  vivo	  
2.1.	  Inyección	  de	  análogos	  de	  timidina	  
La	  5-­‐bromo-­‐2´-­‐desoxiuridina	  (BrdU,	  Sigma	  B5002)	  es	  un	  análogo	  estructural	  del	  nucleótido	  timidina	  que	  
se	  incorpora	  al	  DNA	  de	  las	  células	  que	  se	  encuentran	  en	  fase	  S	  en	  el	  momento	  de	  su	  administración.	  De	  
este	   modo,	   tras	   el	   procesado	   del	   tejido,	   permite	   detectar	   las	   células	   que	   han	   quedado	   marcadas	  
mediante	   el	   uso	   de	   un	   anticuerpo	   anti-­‐BrdU.	   La	   BrdU	   se	   administró	   a	   animales	   adultos,	   mediante	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inyecciones	  intra-­‐peritoneales	  (Jeringuilla	  1ml	  BD	  25GA)	  de	  una	  solución	  de	  BrdU	  (10	  mg/ml	  en	  solución	  
salina	   estéril,	   NaCl	   0,9	  %)	   con	   un	   volumen	   adecuado	   al	   peso	   del	   animal	   para	   conseguir	   una	   dosis	   de	  
50	  mg	  de	  BrdU/kg	  de	  peso	  del	  animal	  (Moreno-­‐Estellés	  et	  al.,	  2012).	  Los	  regímenes	  empleados	  en	  cada	  
estudio	  fueron	  los	  siguientes:	  
	  
2.1.1.	  Estudio	  de	  la	  actividad	  proliferativa	  en	  la	  SVZ	  e	  HC	  de	  SAMR1	  y	  SAMP8	  
Se	   inyectó	   BrdU	   cada	   2	   horas	   un	   total	   de	   3	   veces	   y	   una	   hora	   después	   de	   la	   última	   inyección,	   se	  
sacrificaron	  los	  animales.	  Este	  régimen	  marca	  positivamente	  con	  BrdU	  todas	   las	  células	  que	  pasan	  por	  
fase	  S	  durante	  las	  5	  horas	  de	  administración	  del	  análogo.	  	  	  
	  
2.1.2.	  Estudio	  de	  la	  dinámica	  celular	  en	  el	  HC	  (Ensayos	  de	  Pulso-­‐caza)	  	  
Se	   inyectó	  una	  única	  vez	  BrdU	  y	  se	  sacrificaron	   los	  animales	  a	  distintos	  tiempos	  (2h,	  1d,	  3d,	  7d,	  14d	  y	  
21d).	   De	   este	   modo,	   el	   marcaje	   con	   BrdU	   combinado	   con	   distintos	   marcadores	   específicos	   de	   las	  
diversas	  poblaciones	  celulares,	  nos	  permite	  estudiar	  la	  dinámica	  celular	  del	  proceso	  de	  neurogénesis.	  	  
	  
2.2.	  Infusión	  de	  Noggin	  a	  través	  de	  mini-­‐bombas	  osmóticas	  
2.2.1.	  Montaje	  de	  las	  bombas	  
Las	  mini-­‐bombas	  osmóticas	  comercializadas	  por	  Alzet	  (modelo	  1007D)	  así	  como	  el	  kit	  de	  infusión	  (Alzet	  
0008851)	  (Figura	  M1)	  se	  implantaron	  durante	  una	  semana	  en	  el	  cerebro	  de	  ratones	  R1	  y	  P8	  de	  2	  meses	  
de	  edad,	   siguiendo	   las	   recomendaciones	  del	   fabricante	   y	  protocolos	  previos	  del	   laboratorio	   (Moreno-­‐
Estellés	  et	  al.,	  2012).	  El	  día	  previo	  a	   la	   implantación	  de	   las	  bombas,	  éstas	   se	  cargaron	  con	   la	  proteína	  
recombinante	  murina	  Noggin	  (25	  µg/ml,	  Peprotech	  250-­‐38)	  o	  con	  solución	  vehículo	  (suero	  salino,	  NaCl	  
0,9	  %)	  y	  permanecieron	  equilibrándose	  toda	  la	  noche	  en	  suero	  salino	  a	  4ºC	  en	  agitación	  para	  asegurar	  el	  
correcto	  funcionamiento	  de	  la	  bomba	  (Figura	  M1	  A).	  Con	  la	  ayuda	  de	  la	  jeringuilla	  roma	  que	  incluye	  el	  
kit,	  se	  cargó	  la	  bomba	  (Figura	  M1	  B).	  Para	  cargar	  las	  bombas,	  en	  primer	  lugar,	  se	  pesaron	  en	  vacío	  para	  
controlar	  que	  el	  volumen	  de	  carga	  del	  vehículo	  o	  de	  Noggin	  en	  cada	  caso	  fuese	  el	  correcto	  y	  se	  verificó	  
el	  incremento	  en	  al	  menos	  un	  80	  %	  de	  su	  peso	  seco.	  A	  continuación,	  se	  empleó	  un	  catéter	  de	  3	  cm	  de	  
longitud	  para	  conectar	   la	  cánula	  de	   infusión	  de	  3	  mm	  de	  profundidad	  con	  el	  moderador	  de	  flujo	  de	   la	  
bomba	  y,	  con	  la	  ayuda	  de	  la	  aguja	  roma,	  se	  cargó	  el	  interior	  del	  moderador,	  catéter	  y	  cánula	  con	  suero	  
salino	   (Figura	  M1	  C).	  Por	  último,	   se	  ensambló	  el	  moderador	  de	   flujo	   con	   la	  bomba	  poniendo	  especial	  
cuidado	  en	  la	  presencia	  de	  burbujas	  que	  pudieran	  obstruir	  el	  flujo	  (Figura	  M1	  D).	  De	  este	  modo,	  el	  flujo	  
de	  las	  bombas	  fue	  de	  0.5	  μl/h	  durante	  7	  días.	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2.2.2.	  Implantación	  de	  las	  bombas	  
Para	   el	   procedimiento	   quirúrgico,	   los	   animales	   fueron	   anestesiados	   con	   una	   solución	   compuesta	   por	  
ketamina	  10%	  (v/v,	  Imalgene	  1000,	  Merial	  Laboratorios)	  y	  xilacina	  9,3%	  (v/v,	  Xilagesic,	  Carier)	  en	  PBS	  1X	  
estéril.	  La	  dosis	  administrada	  por	  vía	  intraperitoneal	  fue	  de	  200	  µl	  de	  solución	  anestésica	  por	  cada	  25	  g	  
de	  peso	  del	  animal.	  Una	  vez	  dormidos,	  se	  realizó	  un	  corte	  longitudinal	  de	  la	  piel	  del	  animal	  a	  lo	  largo	  de	  
la	  línea	  media	  del	  cerebro	  para	  exponer	  el	  Bregma.	  Después,	  con	  la	  ayuda	  de	  una	  tijera	  roma,	  se	  separó	  
la	  piel	  de	  la	  espalda	  del	  animal	  de	  la	  musculatura	  para	  introducir	  la	  bomba	  en	  ella.	  Una	  vez	  hecho	  esto	  y	  
con	  la	  ayuda	  de	  un	  estereotáxico	  (MyNeurolab,	  Benchmark),	  se	  implantó	  la	  cánula	  en	  coordenadas	  0.0	  	  
Figura	  M1.	  Estructura	  y	  montaje	  de	  las	  mini-­‐bombas	  osmóticas.	  (A)	  Descripción	  de	  los	  componentes	  internos	  de	  
la	  mini-­‐bomba	  que	  permiten	  la	  liberación	  progresiva	  de	  la	  molécula	  de	  interés.	  (B)	  Las	  mini-­‐bombas	  deben	  cargarse	  
con	  una	  aguja	  de	  extremo	  romo	  hasta	  completar	  al	  menos	  un	  80%	  de	  su	  peso	  seco.	  (C)	  La	  cánula	  de	  infusión	  que	  se	  
adhiere	  al	  cráneo	  y	  el	  moderador	  de	  flujo	  que	  se	  inserta	  en	  la	  bomba,	  deben	  unirse	  por	  un	  cateter	  de	  3	  cm.	  Una	  vez	  
ensamblados,	  deben	  cargarse	  con	  suero	  fisiológico	  con	  precaución	  de	  no	  dejar	  burbujas	  en	  su	  interior.	  (D)	  Aspecto	  
general	  de	  la	  mini-­‐bomba	  tras	  su	  proceso	  de	  montaje.	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anteroposterior	   (Bregma),	   0,7	   mm	   mediolateral	   derecho	   (Figura	   M2	   A)	   quedando	   fijada	   al	   cráneo	  
mediante	  el	  uso	  de	  pegamento	  tisular	  Hystoacryl	  (B/Braun	  1050044)	  (Figura	  M2	  B).	  La	  herida	  también	  
fue	   suturada	   con	   Hystoacryl	   y	   se	   les	   administró	   de	   forma	   intraperitoneal	   una	   solución	   analgésica	  
compuesta	   por	   meloxicam	   10	   %	   (v/v,	   Metacam,	   Boheringer-­‐Ingelheim)	   en	   PBS	   1X	   estéril	   a	   razón	   de	  
100	  ml	  por	  cada	  25	  g	  de	  peso	  del	  animal.	  La	  reversión	  de	  la	  anestesia	  se	  llevó	  a	  cabo	  con	  una	  solución	  
compuesta	  por	  un	  antagonista	  alfa-­‐2	  adrenérgico	  al	  7,7	  %	  (v/v,	  Antisedan,	  Esteve)	  en	  PBS	  1X	  estéril	  y	  en	  
la	  misma	  dosis	  que	  el	  analgésico	  (100	  ml/	  25	  g	  de	  peso	  de	  animal).	  Una	  vez	  recuperados,	  los	  animales	  se	  
mantuvieron	  en	  jaulas	  independientes	  y	  en	  condiciones	  SPF.	  
	  
2.3.	  Técnicas	  histológicas	  
2.3.1.	  Fijación	  
Los	   animales	   utilizados	   en	   el	   análisis	   in	   vivo	   fueron	   sacrificados	   mediante	   sobredosis	   de	   Isofluorano	  
(IsobaVet®	   100	   %	   Schering-­‐plough,	   100	   %	   v/v).	   A	   los	   animales	   empleados	   para	   el	   estudio	  
anatomopatológico,	  se	  les	  extrajeron	  todos	  los	  órganos	  a	  excepción	  del	  cerebro.	  El	  resto	  de	  animales	  se	  
sometieron	   a	   perfusión	   intra-­‐cardiaca	   con	   paraformaldehido	   (PFA,	   Panreac,	   141451)	   al	   4	   %	   (p/v)	   en	  
tampón	  fosfato	  (PB)	  0,1	  M,	  pH	  7,4	  según	  lo	  descrito	  en	  Moreno-­‐Estellés	  et	  al.	  2012.	  Para	  ello,	  se	  realizó	  
una	   toracotomía	   además	   de	   un	   corte	   en	   la	   carótida	   y	   se	   procedió	   a	   inyectar,	   con	   ayuda	   de	   una	  
Figura	  M2.	  Esquema	  de	   las	  coordenadas	  de	   implantación	  de	   las	  mini-­‐bombas	  osmóticas.	   (A)	  Coordenadas	  de	  
inserción	   de	   la	   bomba	   en	   0,7	  mm	   al	   Bregma	   observado	   desde	   la	   vista	   coronal	   y	   0,0	   anteroposterior	   observado	  
desde	   la	   vista	   sagital.	   (B)	   Localización	   final	  de	   la	   cánula	  de	   infusión	  en	  el	   cráneo	  y	  de	   la	  mini-­‐bomba	  en	   la	  parte	  
dorsal	  del	  animal. 
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jeringuilla	   BD	   20	  ml	   23GA,	   inicialmente	   20	  ml	   de	   solución	   salina,	   NaCl	   0,9	   %	   a	   través	   del	   ventrículo	  
izquierdo	  del	  animal	  para	  desplazar	  la	  sangre	  de	  los	  vasos	  sanguíneos.	  Posteriormente	  se	  inyectó	  en	  el	  
mismo	  ventrículo	  40	  ml	  de	  PFA	  4	  %.	  En	  el	  caso	  de	   los	  animales	  empleados	  en	  el	  estudio	  de	  anatomía	  
patológica	  del	  resto	  de	  órganos,	  fueron	  fijados	  en	  formalina	  4	  %	  para	  posteriormente	  se	  embebidos	  en	  
parafina	  y	  procesados	  en	  el	  microtomo.	  Estos	  tejidos,	  fueron	  analizados	  por	  la	  Unidad	  de	  Veterinaria	  del	  
Instituto	  de	  Salud	  Carlos	  III.	  
	  
2.3.2.	  Postfijación	  	  
Tras	  la	  extracción	  de	  los	  cerebros,	  se	  les	  sometió	  a	  postfijación	  por	  inmersión	  en	  PFA	  4	  %	  durante	  toda	  
la	   noche	   a	   4ºC	   en	   agitación.	   Posteriormente	   se	   realizaron	   varios	   lavados	   con	   PB	   0,1	  M	   y,	   según	   las	  
necesidades	  experimentales,	   se	  prepararon	  para	   ser	  procesados	  en	  el	   criostato,	   en	  el	   vibratomo	  o	   se	  
sumergieron	  en	  PB	  0,1	  M	  con	  azida	  sódica	  al	  0,05	  %	  (p/v)	  a	  4ºC	  hasta	  el	  momento	  de	  su	  uso.	  
	  
2.3.3.	  Procesamiento	  del	  tejido	  
Todo	   el	   tejido,	   a	   excepción	   del	   empleado	   en	   el	   análisis	   anatomopatológico,	   fue	   procesado	   con	  
orientación	  coronal	  mediante	  distintos	  instrumentos	  de	  procesado:	  
	  
A.	  Material	  procesado	  en	  criostato:	  
Mediante	  esta	  técnica	  se	  procesaron	  los	  tejidos	  empleados	  en	  la	  caracterización	  de	  la	  SVZ	  así	  como	  del	  
OB.	   Los	   cerebros	   se	   crioprotegieron	  por	   inmersión	  en	   sacarosa	  30	  %	   (p/v)	  en	  PB	  0,1	  M	  para	  evitar	   la	  
formación	   de	   cristales	   debida	   a	   la	   congelación	   del	   agua	   presente	   en	   el	   tejido.	   Posteriormente	   se	  
encastraron	   en	   medio	   de	   congelación	   de	   tejidos	   (Tissue-­‐Tek,	   Sakura	   4583	   Finetek	   Europe)	   y	   se	  
procesaron	   en	   congelación	   (Leica	   Microsystems	   CM-­‐1950)	   generando	   secciones	   de	   30	   μm	   que	   se	  
recogieron	  en	  series	  de	  10	  portaobjetos,	  de	  forma	  que	  cada	  portaobjetos	  contenía	  una	  reconstrucción	  
antero-­‐posterior	  de	  6	  secciones	  del	  cerebro	  separadas	  300	  μm	  entre	  cada	  una	  de	  ellas.	  De	  este	  modo,	  
se	  analiza	  una	  sección	  cada	  300	  μm	  de	  tejido.	  Los	  portaobjetos	  estaban	  tratados	  con	  gelatina-­‐alumbre	  
de	  cromo	  (alumbre	  de	  cromo	  al	  0,2	  %,	  gelatina	  al	  0,5	  %	  y	  azida	  sódica	  al	  1	  %),	  para	  favorecer	  la	  adhesión	  
de	  los	  cortes	  tisulares.	  Todas	  las	  secciones	  se	  almacenaron	  a	  -­‐20ºC	  para	  asegurar	  su	  preservación	  hasta	  
el	  momento	  de	  su	  uso.	  	  
	  
B.	  Material	  procesado	  en	  vibratomo:	  
En	   este	   caso,	   los	   cerebros	   se	   cortaron	   con	   un	   grosor	   de	   40	   μm	   (Leica	  Microsystems	  VT-­‐1200-­‐S)	   y	   los	  
cortes	  resultantes	  se	  recogieron	  en	  una	  placa	  MW96	  (Falcon	  353072)	  generando	  8	  series	  que	  contenían	  
una	  reconstrucción	  antero-­‐posterior	  de	  7	  cortes	  separados	  entre	  si	  320	  μm.	  Dichos	  cortes	  permanecen	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flotantes	  en	  PB	  0,1	  M	  con	  azida	  sódica	  (Panreac,	  122712)	  al	  0,05	  %	  (p/v)	  a	  4ºC	  hasta	  el	  momento	  de	  su	  
uso.	  
C.	  Material	  procesado	  en	  microtomo:	  	  
Los	  órganos	  en	   los	  que	   se	  estudió	   la	   anatomía	  patológica,	   fueron	   cortados	  empleando	  un	  micrótomo	  
Leica	   RM2135	   en	   secciones	   de	   6	   μm	   de	   grosor	   y	   recogidos	   en	   portaobjetos.	   Dichos	   tejidos	   fueron	  
almacenados	  a	  temperatura	  ambiente	  hasta	  el	  momento	  de	  su	  tinción	  con	  hematoxilina	  y	  eosina.	  
	  
2.3.4.	  Inmunohistoquímica	  
Las	   técnicas	   inmunohistoquímicas	  empleadas	  en	  este	  estudio	  abarcan	   tanto	   las	   técnicas	  de	  detección	  
basadas	   en	   reacción	   enzimática	   como	   es	   el	   caso	   de	   la	   peroxidasa,	   como	   las	   técnicas	  
inmunofluorescentes.	  Los	  tratamientos	  de	  los	  cortes	  previos	  a	  la	  incubación	  con	  el	  anticuerpo	  primario	  
fueron	   variables	   dependiendo	   del	   anticuerpo	   y	   de	   la	   técnica	   de	   detección.	   En	   el	   caso	   de	   los	   cortes	  
destinados	  a	  la	  detección	  de	  BrdU,	  se	  les	  sometió	  a	  un	  tratamiento	  de	  20	  minutos	  con	  HCl	  2	  N	  a	  37ºC	  
para	  facilitar	   la	  desnaturalización	  del	  DNA	  y	  permitir	  el	   reconocimiento	  antígeno-­‐anticuerpo.	  Tras	  esta	  
incubación,	  se	  neutralizó	  el	  pH	  de	  las	  muestras	  con	  tampón	  borato	  0,1	  M	  a	  pH	  8,5	  o	  PB	  0,1	  M	  a	  pH	  7,4	  
durante	  10	  minutos.	  Los	  cortes	  de	  criostato	  destinados	  a	  la	  observación	  de	  SOX2	  fueron	  sometidos	  por	  
inmersión	  a	  un	  tratamiento	  de	  citrato	  sódico	  10	  mM	  a	  pH	  6,5	  (previamente	  precalentado	  a	  100ºC)	  en	  el	  
que	   se	   hirvieron	   6	   veces	   durante	   10	   segundos	   en	   un	   microondas,	   se	   dejaron	   enfriar	   a	   temperatura	  
ambiente	  20	  minutos	  y	  se	  lavaron	  3	  veces	  durante	  10	  minutos	  con	  PB	  0,1	  M.	  
Con	  el	  fin	  de	  evitar	  las	  uniones	  de	  los	  anticuerpos	  a	  antígenos	  inespecíficos,	  se	  incubó	  el	  tejido	  durante	  1	  
hora	  a	  temperatura	  ambiente	  en	  un	  tampón	  de	  bloqueo	  (suero	  bovino	  fetal	  (PAN	  Biotech	  GmbH,3302)	  
al	   10	  %	   (v/v)	   en	   PB	   0,1	  M	   con	   Triton	   X-­‐100	   (Sigma,	   93443)	   al	   0,2	  %	   (v/v)).	   Para	   la	   detección	   algunos	  
antígenos	   tales	   como	  Ki67,	  DCX,	  Calretinina	  o	   S100β,	   se	   incrementó	   la	   concentración	  de	  Triton	  X-­‐100	  
hasta	  el	  0,5	  %	  (v/v).	  	  
La	   incubación	   con	   los	   anticuerpos	   primarios	   se	   llevó	   a	   cabo	   en	   una	   cámara	   húmeda	   para	   cortes	  
procesados	   en	   criostato	   y	   en	   flotación	   para	   cortes	   de	   vibratomo.	   En	   ambos	   casos,	   los	   anticuerpos	   se	  
diluyeron	   en	   tampón	  bloqueo	   a	   la	   concentración	  de	   uso	   correspondiente	   (Tabla	  M1)	   durante	   toda	   la	  
noche	  a	  temperatura	  ambiente.	  Los	  cortes	  de	  vibratomo	  se	  incubaron	  en	  agitación.	  
Tras	  la	  incubación	  con	  los	  anticuerpos	  primarios,	  los	  cortes	  se	  lavaron	  con	  PB	  0,1	  M	  y	  se	  incubaron	  con	  
los	  anticuerpos	  secundarios	  conjugados	  al	  fluoróforo	  correspondiente,	  diluidos	  en	  tampón	  bloqueo	  a	  su	  
concentración	  de	  uso	  (Tabla	  M2)	  durante	  una	  hora	  a	  temperatura	  ambiente	  y	  en	  oscuridad.	  En	  los	  casos	  
en	  los	  que	  la	  detección	  del	  antígeno	  generaba	  una	  señal	  débil	  y	  en	  aquellos	  tejidos	  donde	  la	  detección	  
se	   realizó	   por	   reacción	   enzimática,	   se	   empleó	   el	  método	   de	   revelado	   en	   triple	   capa,	   para	   lo	   cual	   las	  
secciones	  se	   incubaron	  con	  un	  anticuerpo	  secundario	  biotinilado	  (diluido	  en	  tampón	  bloqueo	  a	  1:200)	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durante	   1	   hora	   a	   temperatura	   ambiente.	   Tras	   esta	   incubación,	   los	   tejidos	   destinados	   a	  
inmunofluorescencia,	   se	   lavaron	  3	   veces	   con	  PB	  0,1	  M.	   En	  el	   caso	  de	   los	   cortes	  que	  generaban	   señal	  
débil,	  se	  incubaron	  con	  estreptoavidina	  conjugada	  a	  un	  fluoróforo	  (diluida	  en	  tampón	  bloqueo	  a	  1:100)	  
en	   condiciones	   de	   oscuridad	   durante	   30	  minutos	   a	   temperatura	   ambiente.	   Por	   último,	   se	   tiñeron	   los	  
núcleos	   con	   4´-­‐6-­‐Diamindino-­‐2-­‐phenylindole	   dihydrochloride	   hydrate	   (DAPI	   Sigma,	   D9542)	   1	   µg/ml	  
durante	  10	  minutos	  a	  temperatura	  ambiente	  y	  en	  oscuridad.	  
En	   el	   caso	   de	   los	   marcajes	   por	   reacción	   enzimática,	   los	   cortes	   se	   sometieron	   a	   un	   tratamiento	   de	  
metanol	   y	  H2O2	   (Roth	  8070-­‐2)	  en	  proporción	  1:7	  durante	  20	  minutos	  para	  bloquear	   la	  actividad	  de	   la	  
peroxidasa	  endógena	  y	  evitar	   falsos	  positivos.	   Tras	   lavar	  el	   tejido,	   se	   incubó	  con	  el	   complejo	  Avidina-­‐
Biotina-­‐peroxidasa	   (ABC	   Vector,	   Vectastain	   Elite	   PK6100)	   durante	   30	   minutos	   y	   posteriormente,	   tras	  
varios	   lavados	   en	   PB	   0,1	   M,	   los	   cortes	   se	   incubaron	   con	   diaminobenzidina	   (DAB)	   (Sigma,	   D5637)	   al	  
0,02	  %	  (p/v)	  y	  H2O2	  al	  0,01	  %	  (v/v)	  en	  PB	  0,1	  M	  a	  pH	  7,4,	  hasta	  que	  se	  observó	  el	  marcaje	  deseado.	  
Tanto	   las	   inmunohistoquímicas	   por	   reacción	   enzimática,	   como	   las	   inmunofluorescencias	   de	   cortes	   de	  
criostato	  y	  vibratomo,	  se	  montaron	  en	  Mowiol	  (Polysciences,	  17951)	  al	  50	  %	  con	  Dabco	  (Sigma,	  D2522)	  
al	  2,5	  %	  (v/v).	  
	  
2.3.5.	  Reacción	  histoquímica	  de	  la	  β-­‐galactosidasa	  asociada	  a	  la	  senescencia	  
La	  senescencia	  de	  la	  región	  hipocampal	  se	  determinó	  mediante	  un	  ensayo	  de	  actividad	  β-­‐galactosidasa	  
asociada	  a	  senescencia	  celular	  (Dimri	  et	  al.,	  1995).	  Para	  ello,	  se	  incubó	  el	  tejido	  durante	  toda	  la	  noche	  en	  
solución	  de	  reacción	  recién	  preparada	  (ácido	  cítrico	  a	  20	  mM;	  Na2HPO4	  a	  70	  mM;	  NaCl	  a	  40	  mM;	  MgCl2	  a	  
3	   mM;	   ferrocianuro	   potásico	   a	   12	   mM;	   ferricianuro	   potásico	   a	   12	   mM)	   conteniendo	   5	   mg/ml	   del	  
sustrato	  X-­‐gal	  (Amersham	  Pharmacia),	  a	  un	  pH	  de	  6.	  Posteriormente	  se	  lavaron	  los	  cortes	  de	  tejido	  con	  
PB	  0,1	  M	  y	  se	  montaron	  con	  Mowiol	  con	  Dabco	  al	  2,5	  %	  (v/v).	  Las	  células	  senescentes	  (verde-­‐azuladas)	  
se	  identificaron	  mediante	  microscopía	  óptica.	  
	  
2.3.6.	  Tinción	  de	  Hematoxilina	  y	  Eosina	  
Los	  análisis	  de	  anatomía	  patológica	  se	  llevaron	  a	  cabo	  a	  través	  de	  esta	  tinción.	  Para	  ello,	  se	  procedió	  a	  
un	   protocolo	   de	   desparafinado	   del	   tejido	  mediante	   3	   inmersiones	   consecutivas	   en	   xilol,	   seguidas	   de	  
otras	  2	  en	  alcohol	  100	  %,	  2	  en	  alcohol	  95	  %,	  una	  en	  alcohol	  del	  70	  %	  y	  finalmente	  agua	  destilada.	  Todas	  
las	   inmersiones	  fueron	  de	  5	  minutos.	  Posteriormente	  se	  procedió	  a	   la	  tinción,	  sumergiendo	  los	  tejidos	  
en	  Hematoxilina	  de	  Harris	  2	  minutos	  y	  lavando	  en	  agua.	  El	  siguiente	  paso	  fue	  una	  inmersión	  rápida	  en	  
carbonato	  de	  litio	  y	  posteriormente	  se	  lavó	  el	  tejido,	  tras	  este	  paso,	  se	  dejó	  20	  segundos	  en	  Eosina	  para	  
finalmente	  lavarlo	  y	  deshidratarlo	  con	  concentraciones	  crecientes	  de	  alcohol	  y	  xilol.	  El	  estudio	  detallado	  
de	  las	  patologías	  tisulares	  se	  llevó	  a	  cabo	  por	  la	  Unidad	  de	  Veterinaria	  del	  Instituto	  de	  Salud	  Carlos	  III.	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2.3.7.	  Análisis	  inmunohistoquímico	  
A.	  Obtención	  de	  imágenes:	  
Las	   imágenes	   de	   los	   marcajes	   con	   DAB	   o	   β-­‐galactosidasa	   se	   adquirieron	   empleando	   un	   microscopio	  
óptico	  (Nikon	  Eclipse	  50i	  H550S,	  objetivo	  de	  40X)	  
Las	  imágenes	  de	  las	  inmunofluorescencias	  fueron	  realizadas	  con	  un	  microscopio	  confocal	  (Leica	  Spectral	  
SP5)	  empleando	  el	  modo	  mapeo	  en	  el	  que	  a	  través	  de	  varias	  imágenes	  solapadas,	  se	  fotografió	  todo	  el	  
área	  ocupada	  por	  la	  SVZ	  o	  el	  HC	  permitiéndonos	  realizar	  recuentos	  de	  toda	  la	  región	  de	  interés	  presente	  
en	  un	  corte.	  La	  captura	  de	  Z	  en	  las	  imágenes	  para	  cortes	  histológicos	  se	  realizó	  cada	  2-­‐4	  μm	  a	  resolución	  
variable	  empleando	  512	  x	  512	  px	  para	  recuentos	  y	  1024	  x	  1024	  px	  para	  detalles	  y	  con	  el	  objetivo	  40X	  en	  
todos	  los	  casos.	  Así	  se	  obtuvieron	  apilados	  de	  Z	  de	  entre	  7-­‐10	  planos	  para	  recuentos	  y	  de	  entre	  15-­‐20	  
planos	  para	  detalles.	  De	  forma	  excepcional,	   las	  determinaciones	  de	  área	  ocupada	  llevadas	  a	  cabo	  para	  
las	   inmunofluorescencias	   de	   GFAP	   y	   S100β,	   se	   llevaron	   a	   cabo	  mediante	   análisis	   de	   la	   intensidad	   de	  
señal	   en	   el	   programa	   ImageJ	   sobre	   imágenes	   de	   microscopia	   de	   fluorescencia	   captadas	   con	   el	  
microscopio	  Zeiss	  Axio	  Imager	  A1	  con	  el	  objetivo	  de	  40X.	  
	  
B.	  Estereología	  	  
Tanto	   en	   el	   caso	   de	   los	   recuentos	   de	   células	   BrdU+	   en	   la	   SVZ	   como	   en	   el	   caso	   de	   todos	   los	   análisis	  
realizados	  en	  el	  HC,	  en	  cada	  recuento	  celular	  se	  emplearon	  5	  cortes	  consecutivos	  de	  una	  misma	  serie.	  
De	  este	  modo,	  en	  el	  caso	  de	  los	  cortes	  generados	  con	  criostato	  (correspondientes	  a	  la	  SVZ)	  se	  analizó	  un	  
corte	  cada	  300	  μm	  cubriendo	  un	  total	  de	  1500	  μm.	  En	  el	  caso	  del	  HC,	  dado	  que	  los	  cortes	  tenían	  40	  μm	  
de	   grosor,	   se	   analizó	  un	   corte	   cada	  320	  μm,	   cubriendo	  un	   total	   de	  1600	  μm.	  Para	   seleccionar	   esos	  5	  
cortes	   de	   cada	   serie,	   se	   establecieron	   criterios	   estructurales	   que	   nos	   permitiesen	   hacer	   un	   estudio	  
comparativo	  entre	  animales.	  Para	  la	  SVZ,	  el	  área	  de	  análisis	  se	  definió	  rostralmente	  por	  el	  límite	  anterior	  
del	   cruce	   del	   Cuerpo	   Calloso	   (Ferron	   et	   al.,	   2007).	   Así	   los	   5	   cortes	   analizados	   en	   la	   SVZ	   tienen	   unas	  
coordenadas	   antero-­‐posteriores	   desde	   Bregma	   aproximadas	   de	   1,1	  mm,	   0,8	  mm,	   0,5	  mm,	   0,2	  mm	   y	  
0,1	  mm	  (Paxinos	  y	  Franklin,	  2004).	  En	  el	  caso	  del	  HC,	  el	  área	  de	  análisis	  comenzó	  con	   la	  aparición	  del	  
brazo	   infrapiramidal	  o	  brazo	  ventral	  del	  giro	  dentado	  del	  HC	  presentando	  los	  5	  cortes	  analizados	  unas	  
coordenadas	  antero-­‐posteriores	  aproximadas	  desde	  Bregma	  de	  -­‐1,2	  mm,	  -­‐1,6	  mm,	  -­‐2	  mm,	  -­‐2,4	  mm	  y	  	  -­‐
2,8	  mm.	  Para	  la	  determinación	  del	  número	  de	  células	  BrdU+	  por	  estructura,	  se	  llevó	  a	  cabo	  el	  sumatorio	  
de	  los	  valores	  obtenidos	  de	  los	  5	  cortes	  analizados	  y	  se	  normalizó	  por	  el	  número	  de	  series	  obtenidas	  (10	  
en	  el	  caso	  de	  la	  SVZ	  y	  8	  en	  el	  caso	  del	  HC).	  
Los	  recuentos	  y	  medidas	  realizados	  sobre	  el	  OB	  se	  realizaron	  sobre	  un	  único	  corte	  cuya	  coordenada	  con	  
respecto	   al	   Bregma	   estaba	   entorno	   a	   3,86	   mm.	   Los	   recuentos	   de	   células	   GFAP+/SOX2+	   así	   como	   las	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células	  GFAP+	  SOX2+	  BrdU+	  en	   la	  SVZ	  se	  realizaron	  sobre	  un	  único	  corte	  por	  animal	  correspondiente	  al	  
corte	  situado	  entorno	  a	  0,8	  mm	  de	  distancia	  al	  Bregma.	  
Los	  recuentos	  de	  las	  diferentes	  poblaciones	  marcadas	  se	  realizaron	  con	  el	  soporte	  del	  programa	  LAS	  AF	  
Lite	   de	   Leica.	   La	   estereología	   empleada	   para	   los	   recuentos,	   varió	   en	   función	   de	   la	   distribución	  
homogénea	   o	   heterogénea	   de	   las	   poblaciones	   celulares	   en	   las	   estructuras	   de	   interés.	   Para	   las	  
poblaciones	   de	   distribución	   heterogénea	   (Noori	   y	   Fornal,	   2011)	   como	   es	   el	   caso	   de	   marcajes	   como	  
BrdU+,	  GFAP+	  SOX2+	  (NSCs	  radiales),	  DCX+	  (neuroblastos	  y	  neuronas	  inmaduras)	  o	  NEUN+	  BrdU+	  se	  realizó	  
el	  recuento	  de	  todas	  las	  células	  positivas	  de	  toda	  la	  estructura	  en	  cada	  uno	  de	  los	  5	  cortes	  analizados	  y	  
se	  normalizó	  por	  la	  longitud	  de	  la	  zona	  estudiada	  en	  cada	  corte	  (SVZ	  o	  SGZ	  según	  el	  caso)	  y	  el	  grosor	  de	  
dichos	  cortes	  (30	  μm	  en	  cortes	  de	  criostato	  y	  40	  μm	  en	  cortes	  de	  vibratomo).	  Así,	  se	  obtuvo	  la	  densidad	  
de	  células	  positivas	  para	  cada	  marcador	  en	  las	  zonas	  donde	  se	  llevaron	  a	  cabo	  los	  recuentos.	  	  
El	   análisis	  empleado	  para	   las	  poblaciones	  de	  distribución	  homogénea	  como	  es	  el	   caso	  de	  SOX2+	  en	   la	  
SGZ	  se	  efectuó	  mediante	  un	  método	  similar	  al	  disector	   físico	  desarrollado	  previamente	   (Pakkenberg	  y	  
Gundersen,	   1988).	   En	   este	   caso,	   se	   empleó	   un	   disector	   de	   100	   μm	   x	   100	   μm	   situado	   en	   el	   brazo	  
suprapiramidal	  del	  dg	  y	  se	  mantuvo	  su	  posición	  en	  cada	  uno	  de	   los	  cortes	  analizados.	  Se	  contaron	   las	  
células	  positivas	  presentes	  en	  el	  disector	  analizando	  cada	  Z	  de	  la	  imagen	  de	  confocal	  de	  forma	  individual	  
para	   evitar	   el	   doble	   marcaje	   de	   células	   presentes	   en	   varios	   planos.	   De	   igual	   forma	   que	   para	   las	  
poblaciones	   heterogéneas,	   este	   dato	   se	   normalizó	   con	   la	   longitud	   y	   grosor	   de	   la	   región	   analizada	  
obteniendo	  la	  densidad	  de	  células	  positivas	  en	  la	  zona	  de	  interés.	  
	  
	  
3.	  Métodos	  in	  vitro	  
3.1.	  Extracción	  de	  tejido	  de	  la	  SVZ,	  CA1	  y	  DG.	  
Los	  animales	   fueron	   sacrificados	  por	  dislocación	   cervical	   y	   tras	   la	   extracción	  de	   los	   cerebros,	   estos	   se	  
pusieron	  en	  PBS	  (tampón	  fosfato	  0,1	  M,	  pH	  7,4	  y	  NaCl	  137	  mM)	  estéril	  	  y	  frío.	  En	  primer	  lugar,	  se	  realizó	  
un	   corte	   sagital	   a	   lo	   largo	   de	   la	   cisura	   sagital	   para	   separar	   ambos	   hemisferios.	   A	   continuación,	   se	  
procedió	  a	  realizar	  un	  corte	  coronal	  en	  coordenadas	  aproximadas	  de	  Bregma	  entre	  -­‐0,8	  mm	  y	  -­‐0,9	  mm	  
para	  separar	   la	  SVZ	  del	  HC	  (Figura	  M3	  A	  y	  B,	  corte	  1).	  Seguidamente,	  para	  el	  aislamiento	  de	  todas	   las	  
regiones,	  se	  empleó	  una	  lupa	  de	  disección	  (Leica	  S6E)	  y	  material	  quirúrgico	  de	  Fine	  Science	  Tools.	  La	  SVZ	  
se	  diseccionó	  según	  lo	  descrito	  por	  Ferrón	  et	  al	  2007	  (Figura	  M3	  A)	  mientras	  que	  el	  HC	  se	  separó	  en	  la	  
región	  CA1	  y	  DG	  según	  el	  protocolo	  establecido	  (Babu	  et	  al.,	  2007)	  que	  permite	  aislarlas	  a	  través	  de	  la	  
fisura	  hipocampal	  (Figura	  M3	  B).	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3.2.	  	  Cultivo	  de	  NSCs	  de	  la	  SVZ	  adulta	  	  	  
3.2.1.	  Aislamiento	  de	  SVZ-­‐NSCs	  de	  ratón	  
Se	  diseccionó	  la	  SVZ	  como	  indica	  el	  apartado	  3.1	  (Figura	  M2	  A)	  y	  se	  troceó	  a	  su	  vez	  en	  3-­‐4	  partes	  que	  se	  
incubaron	  durante	  20	  minutos	  a	  37ºC	  en	  papaína	  0,6	  mg/ml	  previamente	  activada	  durante	  30	  minutos	  a	  
37ºC	  en	  medio	  EBSS	  (Fischer	  Scientific,	  W34944)	  +	  L-­‐Cys	  0,18	  mg/ml	  (Sigma	  C6852)	  +	  EDTA	  0,18	  mg/ml	  
(Merck	  1084180250).	  Transcurrido	  ese	  tiempo,	  se	  añadieron	  4	  ml	  de	  medio	  DMEM/F12	  1:1	  (Invitrogen,	  
11320-­‐074)	  y	  se	  procedió	  a	  la	  disociación	  mecánica,	  disgregando	  el	  tejido	  con	  una	  pipeta	  Pasteur	  con	  la	  
punta	   previamente	   pulida	   a	   la	   llama.	   Una	   vez	   que	   la	   suspensión	   celular	   fue	   homogénea,	   se	  
centrifugaron	  las	  celulas	  a	  200	  g	  durante	  10	  minutos,	  se	  aspiró	  el	  medio	  y	  se	  resuspendió	  el	  sedimento	  
en	  200	  μl	  de	  medio	  de	  NSCs	  recién	  preparado	  y	  compuesto	  por:	  DMEM/F12	  1:1	  v/v	  +	  GlutaMAX	  (Gibco,	  
31331)	  suplementado	  con	  glucosa	  al	  0,6	  %	  (Panreac	  141341-­‐1211),	  NaHCO3	  al	  0,1	  %	  (Invitrogen,	  25080-­‐
060),	  HEPES	  5	  mM	  (Gibco,	  15630),	  Albumina	  de	  suero	  bovino	  0,4	  mg/ml	  (BSA,	  AppliChem,	  EMR086025),	  
putrescina	   a	   9,6	   g/ml	   (Sigma	   I-­‐9278),	   progesterona	   a	   6,3	   ng/ml	   (Sigma,	   P6149),	   selenito	   sodico	   a	  
5,2	  ng/ml	  (NaSe,	  Sigma,	  S9133),	  insulina	  humana	  a	  3,6	  μg/ml	  (Sigma	  I-­‐9278),	  apo-­‐t-­‐transferrina	  humana	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a	   0,1	   mg/ml	   (Sigma	   T2252),	   penicilina/estreptomicina	   a	   100	   u/ml	   (Lonza	   DE17-­‐602E),	   heparina	   a	  
0,72	  u/ml	  (Sigma	  H3149)	  y	  con	  los	  factores	  de	  crecimiento	  epidérmico	  EGF	  a	  20	  ng/ml	  (Peprotech	  315-­‐
09)	  y	   fibroblástico	  a	  10	  ng/ml	   (FGF2,	  Peprotech	  100-­‐18B)	   (Gritti	  et	  al	  1996).	  A	  continuación	  se	  añadió	  
medio	   hasta	   completar	   el	   volumen	   a	   2	   ml	   y	   se	   descartaron	   posibles	   agregados	   haciendo	   pasar	   la	  
suspension	   celular	   por	   un	   filtro	   de	   0,45	   μm.	   Finalmente,	   el	   homogenado	   celular	   de	   cada	   animal	   se	  
repartió	  en	  4	  pocillos	  de	  1	  cm2	  y	  se	   incubo	  a	  37ºC	  en	  una	  atmosfera	  de	  CO2	  al	  6	  %	  durante	  8-­‐10	  dias	  
hasta	  observar	  la	  formación	  de	  neuroesferas	  primarias.	  
	  
3.2.2.	  Subcultivo:	  expansión	  y	  mantenimiento	  de	  los	  cultivos	  
Aproximadamente	   entre	   8-­‐10	   días	   después	   del	   aislamiento	   de	   las	   NSCs,	   las	   neuroesferas	   primarias	  
fueron	  disgregadas	  hasta	  el	  estado	  de	  célula	  individual	  y	  sembradas	  de	  nuevo	  (pase)	  para	  su	  expansión.	  
Para	  realizar	  dicho	  pase	  se	  recogieron	  las	  neuroesferas	  y	  se	  centrifugaron	  durante	  5	  minutos	  a	  120	  ×g.	  
Al	  sedimento	  se	  le	  añadió	  200	  μl	  de	  medio	  con	  mitogenos	  y	  se	  disgregó	  mecánicamente	  utilizando	  una	  
micropipeta	   p200	  hasta	   conseguir	   una	   suspensión	  homogenea.	   Posteriormente	   se	   resuspendieron	   las	  
células	   en	  medio	   suplementado	   con	  mitógenos	   hasta	   un	   volumen	   final	   de	   1	  ml.	   Para	   el	   recuento	   de	  
células	  viables,	  se	  mezclaron	  10	  μl	  de	  suspensión	  celular	  1:1	  con	  azul	  tripano	  (Sigma	  0259	  GLH)	  al	  0,1	  %	  
(v/v)	   (en	  NaCl	  0,9	  %)	  y	   se	  contaron	  en	  una	  cámara	  de	  Neubauer.	  Para	   la	  expansión,	   se	  sembraron	   las	  
células	   a	   una	   densidad	   aproximada	  de	   50	   células	   viables/μl	   de	  medio	   de	  NSCs	   suplementado	   con	   los	  
mitógenos	  EGF	  20	  ng/ml	  y	  FGF2	  10	  ng/ml.	  El	  pase	  de	  los	  cultivos	  de	  neuroesferas	  secundarias	  se	  efectuó	  
cada	   5-­‐7	   días,	   cuando	   el	   tamaño	   promedio	   de	   las	   neuroesferas	   formadas	   oscilaba	   entre	   las	   100-­‐150	  
micras	  de	  diámetro.	  
	  
3.2.3.	  Criopreservación	  y	  descongelación	  de	  cultivos	  de	  NSCs	  
Para	  criopreservar	  los	  cultivos	  de	  neuroesferas	  se	  sembraron	  106	  células	  recién	  disgregadas	  en	  placas	  de	  
100	   mm,	   y	   tras	   48-­‐72	   horas	   se	   recogieron	   por	   centrifugación.	   Posteriormente	   se	   suspendieron	  
suavemente	  en	  medio	  de	  NSCs	  con	  dimetilsulfoxido	  (DMSO,	  Sigma	  D2650)	  al	  10	  %	  y	  se	  transfirieron	  a	  
criotubos.	  Finalmente	  se	  colocaron	  en	  un	  recipiente	  con	  isopropanol	  (Mr.	  Froosty	  Sigma,	  C1562-­‐1EA)	  y	  
se	   congelaron	   a	   -­‐80ºC	   durante	   24	   horas,	   para	   permitir	   un	   descenso	   lento	   de	   temperatura	   (de	  
aproximadamente,	  1ºC/min)	  para	  evitar	  la	  formación	  de	  cristales.	  Posteriormente,	  el	  almacenaje	  de	  las	  
células	  durante	  largos	  periodos	  de	  tiempo	  se	  realizó	  en	  tanques	  de	  nitrogeno	  liquido.	  
En	   la	   descongelacion	   de	   los	   cultivos	   de	   NSCs	   se	   incubaron	   los	   criotubos	   en	   un	   baño	   a	   37ºC	  
aproximadamente	   durante	   1	   minuto	   hasta	   su	   descongelacion.	   Rápidamente	   las	   neuroesferas	   se	  
transfirieron	  a	  un	  tubo	  con	  5	  ml	  de	  medio	  de	  NSCs	  precalentado,	  se	  lavaron	  por	  centrifugacion	  a	  200	  ×g	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durante	   10	  minutos	   y	   se	   transfirieron	   a	   un	   frasco	   de	   25	   cm2	   con	  medio	   de	  NSCs	   recién	   preparado	   y	  
suplementado	  con	  mitogenos.	  
	  
3.2.4.	  Caracterización	  de	  los	  cultivos	  de	  NSCs	  
3.2.4.1.	   Determinación	   de	   la	   capacidad	   de	   autorrenovación	   de	   un	   cultivo	   mediante	   ensayos	   de	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
formación	  de	  esferas	  
Las	   células	   disociadas	   en	   pase	   3	   (también	   llamadas	   neuroesferas	   secundarias),	   fueron	  
sembradas	  a	  densidad	  media	  (12,5	  celulas/ul	  en	  pocillos	  de	  0,3	  cm2,	  lo	  que	  corresponde	  a	  2500	  
células	   en	   un	   pocillo	   de	   una	   placa	   multipocillo	   de	   96)	   para	   asegurar	   que	   cada	   neuroesfera	  
formada	  procediese	  de	  una	  única	   célula	  madre	   inicial.	   La	  placa	  de	  cultivo	   se	  mantuvo	   inmóvil	  
para	  evitar	  agregados	  de	  neuroesferas	  debidos	  a	  la	  manipulación	  de	  dicha	  placa.	  Después	  de	  7	  
días,	   el	   número	   de	   neuroesferas	   (clones)	   se	   contó	   y	   se	   determinó	   el	   índice	   clonogénico	   del	  
cultivo	  (índice	  clonogénico	  =	  número	  de	  clones/2500	  células	  sembradas).	  	  
	  
3.2.4.2	  Determinación	  de	  la	  capacidad	  de	  proliferación	  de	  un	  cultivo	  de	  NSCs	  
Se	  llevaron	  a	  cabo	  dos	  tipos	  de	  ensayos:	  
A.	  Medida	  del	  diámetro	  de	  las	  neuroesferas	  
Estos	   ensayos,	   se	   llevaron	   a	   cabo	   tanto	   sobre	   neuroesferas	   primarias	   (a	   los	   8-­‐10	   días	   in	   vitro	  
(div)	   de	   su	   aislamiento)	   como	   sobre	   neuroesferas	   secundarias	   (a	   los	   7	   div	   de	   haber	   sido	  
sembrado	  el	  ensayo	  de	  formación	  de	  esferas).	  En	  ambos	  casos,	   las	  esferas	  se	  fotografiaron	  en	  
un	  microscopio	  invertido	  (ZEISS	  Axiovert	  40	  CFL).	  La	  captura	  de	  imagenes	  se	  hizo	  a	  un	  aumento	  
de	   10X	   tomando	   aproximadamente	   10	   campos	   por	   pocillo.	   Posteriormente,	   se	   midieron	   los	  
diametros	  de	  las	  esferas	  fotografiadas	  con	  la	  ayuda	  del	  programa	  “Image	  J”.	  
	  
B.	  Tasa	  de	  incorporación	  de	  BrdU	  
En	   este	   caso,	   el	   análisis	   de	   incorporación	   de	   BrdU	   se	   hizo	   sobre	   neuroesferas	   secundarias	  
crecidas	   previamente	   durante	   48h	   a	   las	   que	   se	   añadió	   BrdU	   5	   μM	   durante	   5	   minutos	   y	   se	  
incubaron	   las	   celulas	   a	   37ºC.	   Posteriormente,	   las	   células	   se	   se	   adhirieron	   a	   cubreobjetos	  
pretratados	  con	  matrigel	  (BD	  354230)	  a	  0,2	  μg/ml	  (preparado	  en	  DMEM:F12	  1:1)	  durante	  7-­‐10	  
minutos	  a	  37ºC	  y	  se	  fijaron	  con	  PFA	  al	  2	  %	  durante	  10	  minutos.	  Tras	  varios	  lavados	  en	  PB	  0,1	  M	  
se	   detectó	   la	   BrdU	   incorporada	   por	   inmunocitoquímica.	   De	   este	   modo,	   se	   pudo	   analizar	   el	  
número	  de	  células	  en	  fase	  S	  de	  las	  neuroesferas	  del	  cultivo.	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3.2.5.	  Ensayos	  de	  proliferación	  y	  autorrenovación	  con	  medios	  condicionados	  	  
Se	  sembraron	  células	  individuales	  de	  animales	  de	  2	  meses	  de	  las	  cepas	  R1	  y	  P8	  en	  pase	  3	  a	  densidad	  de	  
12,5	  celulas/μl	  en	  medio	  NSCs	  con	  mitógenos	  y	  se	  dejaron	  4	  días	  para	  obtener	  el	  medio	  condicionado.	  A	  
continuación,	   los	  medios	   condicionados	   (R1	   y	  P8)	   se	   filtraron	   con	   filtros	  de	  0,2	  μm	   (Corning,	   431219)	  
para	  evitar	  la	  presencia	  de	  células	  del	  cultivo	  y	  se	  les	  volvió	  a	  añadir	  EGF	  (20	  ng/ml)	  y	  FGF2	  (10	  ng/ml).	  
Seguidamente,	  se	  sembraron	  por	  triplicado	  células	  disgregadas	  y	  filtradas	  de	  ambas	  cepas	  a	  densidad	  de	  
12,5	   celulas/μl	   en	   pocillos	   de	   0,3	   cm2	   con	   medio	   condicionado.	   Tras	   7	   div,	   se	   contaron	   las	   esferas	  
formadas	  y	  se	  tomaron	  imágenes	  para	  el	  posterior	  análisis	  del	  diámetro.	  	  
	  
3.2.6.	  Ensayos	  de	  proliferación	  y	  autorrenovación	  en	  presencia	  de	  anticuerpos	  contra	  el	  péptido	  Beta	  
Amiloide	  1-­‐42	  ((Aβ	  (1-­‐42))	  
El	  bloqueo	  de	  la	  actividad	  del	  péptido	  Aβ	  (1-­‐42)	  se	  realizó	  añadiendo	  a	  las	  neuroesferas	  secundarias	  de	  
ratón	  CD1,	  SAMR1	  y	  SAMP8	  el	  anticuerpo	  monoclonal	  4G8	  (Tabla	  M1)	  en	  el	  momento	  del	  pase	  a	  una	  
concentración	  final	  de	  10	  ng/ml.	  Como	  control	  se	  empleó	  un	  anticuerpo	  anti-­‐IgG	  y	  anti-­‐BrdU	  IgG	  (Tabla	  
M1)	   a	   una	   concentración	   final	   de	   10	   ng/ml.	   Las	   células	   se	   sembraron	   a	   densidad	   media	   y	   las	  
neuroesferas	   que	   se	   formaron,	   se	   contaron	   y	   fotografiaron	   7	   días	   después	   de	   su	   siembra	   para	  
determinar	  su	  diámetro.	  	  
	  
3.2.7.	  Ensayos	  de	  proliferación	  y	  autorrenovación	  de	  neuroesferas	  en	  presencia	  de	  Aβ	  (1-­‐42).	  
Se	  realizó	  un	  ensayo	  de	  formación	  de	  neuroesferas	  secundarias	  de	  animales	  SAMR1	  de	  2	  meses	  según	  lo	  
descrito	   anteriormente	   y	   se	   añadió	   péptido	   Aβ	   (1-­‐42)	   sintético	   de	   ratón	   (Bachem,	   5966)	   así	   como	  
péptido	  humano	  con	  la	  secuencia	  reversa	  Aβ	  (42-­‐1)	  (Bachem,	  3976)	  a	  concentraciones	  crecientes	  desde	  
0,025	  ng/ml	  hasta	  100	  ng/ml,	  en	  el	  momento	  del	  pase	  3	  del	  cultivo.	  Los	  péptidos	  se	  prepararon	  según	  lo	  
descrito	  en	  el	  apartado	  4.1.	  A	  los	  7	  div	  se	  contó	  el	  número	  de	  esferas	  formadas	  y	  se	  midió	  su	  diámetro.	  
Las	  esferas	   fueron	  sometidas	  a	  un	  pulso	  de	  BrdU	  para	  el	  análisis	  de	   la	  proliferación	  de	   las	  mismas	  en	  
presencia	  de	  2	  ng/ml	  de	  Aβ	  (1-­‐42)	  y,	  tras	  adherirse	  a	  cubreobjetos	  pretratados	  con	  matrigel	  y	  fijarse	  con	  
PFA	  2%	  durante	  10	  minutos,	  	  se	  procedió	  a	  su	  análisis	  a	  través	  de	  inmunocitoquímica.	  
	  
3.2.8.	  Ensayos	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  Aβ	  (1-­‐42):	  bloqueo	  de	  PI3K,	  MEK	  y	  detección	  de	  P-­‐AKT.	  
El	  estudio	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  de	  Aβ	  (1-­‐42)	  en	  las	  neuroesferas	  secundarias	  de	  animales	  SAMR1	  de	  
2	  meses	   se	   realizó	   añadiendo	   a	   concentraciones	   de	   10	   μM	   y	   20	   μM	   el	   inhibidor	   específico	   de	   PI3K,	  
LY294002	  (Cell	  Signalling,	  9901)	  disuelto	  en	  DMSO	  o	  el	  inhibidor	  de	  MEK,	  U0126	  (Cell	  signalling,	  9903)	  a	  
10	   μM.	   Estos	   inhibidores,	   se	   añadieron	   a	   las	   células	   SAMR1	   en	   el	  momento	   del	   pase	   en	   presencia	   y	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ausencia	   de	   Aβ	   (1-­‐42)	   a	   una	   concentración	   de	   2	   ng/ml.	   Tras	   7	   div,	   las	   neuroesferas	   resultantes	   se	  
contaron	  y	  fotografiaron	  para	  determinar	  su	  diámetro	  	  
La	   medida	   de	   P-­‐AKT	   en	   neuroesferas	   SAMR1	   de	   2	   meses,	   se	   llevó	   a	   cabo	   recogiendo	   y	   lavando	  
neuroesferas	  en	  pase	  3	  para	  eliminar	   la	  presencia	  de	  mitógenos.	  Posteriormente,	  dichas	  neuroesferas	  
se	   mantuvieron	   en	   medio	   NSC	   pero	   en	   ausencia	   de	   mitógenos	   durante	   16	   horas.	   Tras	   esto,	   las	  
neuroesferas	   se	   estimularon	   con	   2	   ng/mL	   del	   péptido	   sintético	   Aβ	   (1-­‐42)	   durante	   30	   minutos.	  
Posteriormente,	  las	  células	  se	  adhirieron	  a	  cubreobjetos	  pretratados	  con	  matrigel	  y	  se	  fijaron	  con	  PFA	  al	  
2	  %	  durante	  10	  minutos.	  Se	  procedió	  a	  la	  detección	  de	  P-­‐AKT	  mediante	  inmunocitoquímica	  del	  residuo	  
fosforilado	  Thr308	  (Tabla	  M1)	  y	  posterior	  análisis	  a	  través	  de	  la	  captura	  de	  imágenes	  en	  el	  microscopio	  
confocal	  en	  las	  que	  se	  mantuvieron	  constantes	  los	  ajustes	  establecidos	  para	  las	  neuroesferas	  control,	  de	  
forma	  que	  ambas	  condiciones	  pudiesen	  ser	  contrastadas.	  Finalmente,	  se	  analizó	  el	  porcentaje	  de	  área	  
ocupada	  por	  la	  señal	  correspondiente	  a	  P-­‐AKT	  en	  relación	  al	  tamaño	  de	  la	  neuroesfera.	  Este	  análisis	  se	  
realizó	  con	  ayuda	  del	  programa	  Photoshop	  CS5.	  
	  
3.2.9	  Técnicas	  inmunocitoquímicas	  
En	  todos	  los	  casos,	  las	  células	  se	  fijaron	  con	  PFA	  al	  2%	  en	  PB	  0,1	  M	  durante	  10	  minutos	  a	  temperatura	  
ambiente.	   Posteriormente	   se	   lavaron	   3	   veces	   con	   PB	   0,1	  M	   y,	   en	   el	   caso	   de	   los	   pulsos	   con	   BrdU,	   se	  
sometió	  a	  las	  células	  a	  desnaturalización	  de	  la	  cromatina	  con	  HCl	  2N	  durante	  10	  minutos	  a	  37ºC.	  	  Tras	  
los	  lavados,	  las	  células	  se	  incubaron	  20	  minutos	  en	  solución	  de	  bloqueo	  que	  contenía	  PB	  0,1	  M	  con	  FBS	  
al	  10	  %	  y	  Triton	  X-­‐100	  al	  0,2	  %.	  	  
La	  incubación	  con	  los	  anticuerpos	  primarios	  se	  realizó	  en	  tampón	  bloqueo	  a	  4ºC	  durante	  toda	  la	  noche	  
(Tabla	   M1).	   Al	   día	   siguiente,	   tras	   lavar	   las	   células,	   se	   incubaron	   con	   los	   anticuerpos	   secundarios	  
fluorescentes	  (Tabla	  M2)	  en	  tampón	  bloqueo	  durante	  1	  hora	  a	  temperatura	  ambiente	  y	  en	  oscuridad.	  
Finalmente,	   se	   empleó	   el	   fluoróforo	   DAPI	   y	   se	   montaron	   los	   cristales	   donde	   estaban	   adheridas	   las	  
células	  sobre	  un	  portaobjetos	  con	  medio	  de	  montaje	  Mowiol	  con	  Dabco	  al	  2,5	  %	  (v/v).	  
	  
3.2.10	  Análisis	  Inmunocitoquímico	  
Las	  imágenes	  de	  las	  inmunofluorescencias	  fueron	  realizadas	  con	  un	  microscopio	  confocal	  (Leica	  Spectral	  
SP5)	   y	   se	   tomaron	   en	   Z	   cada	   0,5	   μm	   a	   resolución	   1024	   x	   1024	   objetivo	   63X	   Zoom	   2	   obteniendo	  
aproximadamente	  20	  planos	  para	  formar	  el	  apilado	  en	  Z.	  Los	  recuentos	  y	  medidas	  de	  porcentaje	  de	  área	  
ocupada	  por	   señal,	   se	   realizaron	  con	  el	   soporte	  del	  programa	  LAS	  AF	   Lite	  de	   Leica	  y	   con	  el	  programa	  
Photoshop	  CS5	  respectivamente.	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3.3.	  	  Ensayos	  con	  células	  HC7	  	  	  
3.3.1.	  Mantenimiento	  de	  la	  línea	  HC7	  
Las	   células	   HC7	   fueron	   aisladas	   a	   partir	   del	   hipocampo	   adulto	   de	   ratas	   Fisher	   344	   adultas.	   Fueron	  
cedidas	   por	   el	   laboratorio	   de	   Fred	   H.	   Gage	   (The	   Salk	   Institute	   for	   biological	   Studies,	   California).	   Las	  
características	   de	   multipotencialidad	   y	   autorrenovación	   de	   esta	   línea	   celular	   han	   sido	   descritas	   en	  
estudios	  previos	  (Gage	  et	  al.,	  1995;	  Palmer	  et	  al.,	  1995;	  Palmer	  et	  al.,	  1997).	  	  
La	  expansión	  de	  esta	   línea	  celular	  se	   llevó	  a	  cabo	  en	  medio	  de	  cultivo	  N2	  compuesto	  por	  DMEM/F-­‐12	  
(1:1),	   suplemento	   N2	   (Gibco)	   y	   FGF2.	   Las	   células	   fueron	   sembradas	   en	   placas	   de	   cultivo	   P100,	  
previamente	   tratadas	   con	   poli-­‐L-­‐ornitina	   y	   laminina	   (O/L)	   (Sigma-­‐Aldrich,	   P4957	   y	   Millipore,	   AG56P	  
respectivamente)	  y	  mantenidas	  a	  37ºC	  con	  5%	  de	  CO2	  y	  ambiente	  saturado	  de	  humedad.	  Brevemente,	  
el	   tratamiento	   aplicado	   a	   las	   placas	   fue:	   Poli-­‐L-­‐ornitina	   10	   μg/ml	   en	   H2O	   durante	   toda	   la	   noche	   a	  
temperatura	  ambiente.	  Seguidamente	  se	  realizaron	  2	  lavados	  con	  H2O	  y	  se	  trató	  con	  laminina	  5	  μg/ml	  
en	  PBS	  durante	  toda	  la	  noche	  a	  37ºC.	  Tras	  dos	  lavados	  con	  PBS,	  se	  guardaron	  las	  placas	  a	  -­‐20ºC	  hasta	  su	  
uso.	  
Al	   alcanzar	   la	   confluencia,	   las	   células	   se	   recuperaron	   mediante	   tripsinización	   (tripsina	   0.5	   %	   y	  
EDTA	  0.2	  %)	   y	   posterior	   inactivación	   de	   la	   tripsina	   mediante	   la	   adición	   de	   5	   ml	   de	   medio	   N2.	   A	  
continuación,	  la	  suspensión	  celular	  se	  recogió	  y	  se	  centrifugó	  a	  200	   g,	  durante	  2	  minutos	  estimándose	  el	  
número	  de	  células	  viables.	  Las	  células	  se	  sembraron	  en	  una	  nueva	  placa	  con	  medio	  N2	  y	  FGF2	  (20	  ng/ml)	  
a	  una	  densidad	  de	  1.5	  x	  106	  células	  por	  placa	  P100.	  
	  
3.3.2.	  Ensayos	  de	  diferenciación	  de	  células	  HC7	  
Los	  ensayos	  de	  diferenciación	  en	  presencia	  de	  células	  HC7,	  se	   llevaron	  a	  cabo	  mediante	   la	  siembra	  de	  
50000	   células	   HC7	   por	   pocillo	   de	   placa	  MW24	   (100	   células/µl)	   sobre	   cubreobjetos	   tratados	   según	   lo	  
descrito	   anteriormente	   con	   poli-­‐L-­‐ornitina/laminina.	   En	   el	   momento	   de	   la	   siembra,	   sobre	   el	   mismo	  
medio	   de	  mantenimiento	   pero	   en	   ausencia	   de	   FGF2,	   se	   les	   añadió	   BMP6	   (Peprotech,	   120-­‐06)	   a	   una	  
concentración	  de	  50	  ng/ml.	  Tras	  	  4	  días	  in	  vitro,	  las	  células	  se	  fijaron	  con	  PFA	  2	  %	  durante	  10	  minutos	  y	  
se	  procedió	  a	   la	   inmunocitoquímica	  según	  el	  procedimiento	  descrito	  anteriormente	  a	  excepción	  de	  su	  
tratamiento	  con	  HCl	  2	  N.	  
	  
4.	  Inmunodetección	  de	  proteínas	  y	  péptidos	  
4.1.	  Preparación	  de	  los	  péptidos	  sintéticos	  Aβ 	  (1-­‐42)	  y	  Aβ 	  (42-­‐1)	  
Los	  péptidos	  sintéticos	  Aβ	  (1-­‐42)	  de	  ratón	  y	  el	  péptido	  reverso	  Aβ	  (42-­‐1)	  de	  humano	  se	  disolvieron	  en	  
tubos	   de	   polipropileno	   en	   1,1,1,3,3,3-­‐hexafluoro-­‐2-­‐propanol	   (HFIP)	   a	   una	   concentración	   de	   1	  mM.	   La	  
solución	   que	   contenía	   el	   péptido	   disuelto	   fue	   alicuotada	   igualmente	   en	   tubos	   de	   polipropileno	   y	   se	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mantuvo	  toda	  la	  noche	  a	  temperatura	  ambiente	  en	  una	  cabina	  de	  extracción	  de	  gases	  para	  permitir	  la	  
evaporación	  del	  HFIP	  según	  lo	  descrito	  en	  Stine	  et	  al.,	  2011.	  Los	  tubos	  que	  contenían	  el	  péptido	  sintético	  
Aβ	  (1-­‐42)	  fueron	  congelados	  a	  -­‐80ºC	  al	  día	  siguiente	  preservando	  así	  el	  estado	  monomérico	  soluble	  del	  
péptido.	   Previo	   a	   su	   utilización,	   los	   péptidos	   se	   equilibraron	   a	   la	   temperatura	   ambiente	   y	   se	  
resuspendieron	  a	  una	  concentración	  de	  442	  mg/ml	  (100	  mM)	  en	  55	  mM	  de	  NaHCO3,	  pH	  9	  y	  3	  mg/ml	  de	  
BSA	  para	  su	  análisis	  mediante	  electroforesis	  en	  geles	  de	  poliacrilamida	  con	  Sodio	  Dodecil	  Sulfato	  (SDS-­‐
PAGE)	  o	  a	  una	  concentración	  de	  200	  ng/ml	  (45,3	  nM)	  en	  el	  mismo	  tampón	  para	  el	  tratamiento	  de	  NSCs	  
en	  cultivo.	  
	  
4.2.	  Extracción	  de	  la	  proteína	  total	  
Para	  la	  extracción	  de	  la	  proteína	  total	  de	  los	  DG	  de	  animales	  R1	  y	  P8,	  estos	  se	  disgregaron	  con	  ayuda	  de	  
una	  micropipeta	  p200	  así	  como	  de	  agujas	  BD	  1	  mL	  25GA	  en	  tampón	  de	  lisis	  TNE	  (Tris-­‐HCl	  50	  mM	  pH	  7,5,	  
NaCl	   137	   mM,	   EDTA	   2	   mM,	   Triton	   X-­‐100	   al	   0,2	   %)	   suplementado	   con	   una	   mezcla	   comercial	   de	  
inhibidores	  de	  proteasas	  (Protease	  Inhibitor	  Cocktail	  Roche,	  11873580001)	  así	  como	  con	  los	  inhibidores	  
de	   fosfatasas	   ortovanadato	   (1	   µM)	   y	   NaF	   (10	   µM).	   Los	   lisados	   resultantes	   se	   incubaron	   durante	   10	  
minutos	   en	   hielo	   y	   cada	   10	  minutos	   se	   agitaron	   en	   un	   vortex.	   A	   continuación	   se	   centrifugaron	   a	   4ºC	  
durante	  15	  minutos	  a	  2.800	  g,	  y	  se	  transfirió	  el	  sobrenadante	  a	  un	  tubo	  limpio.	  En	  los	  casos	  en	  los	  que	  el	  
lisado	  no	  se	  utilizó	  inmediatamente,	  se	  congeló	  en	  nieve	  carbonica	  y	  se	  guardo	  a	  -­‐80ºC.	  	  
	  
4.3.	  Cuantificación	  de	  la	  proteína	  total	  
Para	   la	   cuantificación	   de	   proteína	   total	   de	   los	   extractos	   de	   tejido	   se	   recurrió	   al	   método	   BCA	   (acido	  
bicinconínico),	  método	  colorimétrico	  que	  se	  caracteriza	  por	  ser	  muy	  sensible	  y	  con	  una	  posibilidad	  de	  
interferencias	  muy	  reducida.	  El	  método	  esta	  basado	  en	  la	  reducción	  de	  Cu2+	  a	  Cu1+	  en	  un	  medio	  alcalino	  
(reacción	  de	  biuret)	  para	  dar	  lugar	  a	  un	  compuesto	  de	  color	  purpura	  con	  un	  máximo	  de	  absorbancia	  a	  
562	  nm	  (A562).	  La	  curva	  patrón	  se	  preparó	  a	  partir	  de	  diluciones	  seriadas	  de	  BSA	  y	  de	  un	  reactivo	  de	  
trabajo	  compuesto	  por	   las	  soluciones	  A+B	  en	  proporcion	  50:1	   respectivamente	   (BCATM	  Protein	  Assay	  
Kit	  Thermo	  Scientific,	  JPG125020),	  donde	  A	  es	  la	  solución	  sustrato	  que	  contiene	  el	  acido	  bicinconínico	  y	  
B	  contiene	  sulfato	  de	  cobre.	  En	  una	  placa	  multipocillo	  se	  pusieron	  tres	   réplicas	  de	  cada	  dilución	  de	   la	  
curva	  patrón	  así	  como	  de	  las	  muestras	  a	  cuantificar,	  y	  junto	  al	  reactivo	  de	  trabajo	  se	  incubaron	  durante	  
30	   minutos	   a	   37ºC.	   La	   lectura	   de	   las	   muestras	   se	   llevó	   a	   cabo	   en	   el	   lector	   de	   placas	   colorimétrico	  
(Infinite	  M200,	  TECAN)	  a	  A562.	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4.4.	  Preparación	  de	  las	  muestras	  para	  Western	  Blot	  
Cuantificada	   la	   cantidad	   de	   proteína	   de	   las	   muestras,	   éstas	   se	   prepararon	   para	   ser	   resueltas	   por	  
electroforesis.	  Para	  ello	  se	  resuspendió	  la	  misma	  cantidad	  de	  proteína	  de	  todas	  las	  muestras	  en	  tampón	  
de	  carga	  (H2O	  destilada,	  glicerol	  50	  %	  (v/v)	  en	  Tris-­‐HCl	  1	  M	  a	  pH	  6,8,	  SDS	  10	  %	  (p/v),	  azul	  de	  bromofenol	  
5	  %	  (p/v),	  y	  el	  agente	  reductor	  β-­‐mercaptoetanol	  al	  5	  %	  (v/v)).	  En	  el	  caso	  de	  los	  péptidos	  sintéticos,	  se	  
empleó	  el	  mismo	  tampón	  de	  carga	  para	  diluir	  tanto	  del	  péptido	  sintético	  de	  ratón	  Aβ	  (1-­‐42)	  como	  del	  
péptido	   reverso	   de	   humano	   Aβ	   (1-­‐42).	   Las	   muestras	   se	   desnaturalizaron	   mediante	   su	   incubación	  
durante	  5	  minutos	  a	  96ºC.	  
	  	  
4.5.	  Preparación	  de	  geles.	  Electroforesis.	  Transferencia	  a	  membrana	  
4.5.1.	  Preparación	  de	  geles	  SDS-­‐PAGE.	  
La	   resolución	  de	   las	  proteínas	   se	   realizo	  en	  geles	  desnaturalizantes	  de	  poliacrilamida	   (SDS-­‐PAGE)	  y	  en	  
condiciones	   reductoras.	   El	   pregel	   de	   apilamiento	   se	   preparó	   al	   5%	   acrilamida:	   0,13	   %	   bisacrilamida	  
(Roth,	  3029.1),	   Tris-­‐HCl	  125	  mM	  pH	  6,8,	   SDS	  0,1	  %,	  persulfato	  amónico	   (PSA)	  al	   0,1	  %	  y	  el	  N,N,N’,N’-­‐	  
tetrametiletilenodiamina	  al	  0,1	  %.	  (TEMED,	  SIGMA,	  T7024).	  Por	  otro	  lado,	  el	  gel	  separador	  se	  preparo	  al	  
12	  %	   de	   acrilamida:	   0,32	  %	   bisacrilamida,	   Tris-­‐HCl	   375	  mM	   pH	   8,8,	   y	   SDS,	   PSA	   y	   TEMED	   a	   la	  misma	  
concentración	  que	  el	  pregel.	  
La	  electroforesis	  se	  realizó	  a	  100	  mA	  en	  tampón	  de	  electroforesis	  (Tris-­‐HCl	  25mM	  glicina	  0,2	  M	  y	  SDS	  al	  
1	   %)	   y	   se	   utilizó	   un	   marcador	   pre-­‐teñido	   con	   un	   rango	   de	   peso	   molecular	   de	   20	   kDa	   a	   120	   kDa	  
(Fermentas,	   SM0441).	   Finalmente,	   se	   realizo	   la	   transferencia	   de	   las	   proteínas	   a	   una	   membrana	   de	  
fluoruro	   de	   pilivinilideno	   (PVDF,	   Millipore	   IPVH00010)	   previamente	   activada	   con	   metanol	   100	   %.	   La	  
electrotransferencia	  del	  gel	  a	  la	  membrana	  se	  realizó	  a	  80	  V	  durante	  2	  horas	  en	  tampón	  de	  transferencia	  
(Tris-­‐HCl	  25	  mM,	  pH	  8.3,	  glicina	  192	  mM	  y	  metanol	  20	  %)	  y	  a	  4ºC.	  
	  
4.5.2.	  Preparación	  de	  geles	  SDS-­‐PAGE	  de	  alta	  resolución.	  
Para	   la	  separación	  de	   los	  péptidos,	  se	  utilizaron	  geles	  que	  emplean	  Tris-­‐Tricina	  como	  componente	  del	  
tampón	  de	  electroforesis	  del	  cátodo	  y	  que	  aportan	  una	  mayor	  resolución	  para	  bajos	  pesos	  moleculares.	  
El	  pregel	  de	  apilamiento	  se	  realizó	  al	  4	  %	  acrilamida-­‐0,13	  %	  bisacrilamida,	  premezcla	  (Tris-­‐HCl	  0,8	  M	  pH	  
8,45,	   SDS	   0,08	   %),	   persulfato	   amonico	   al	   0,15	   %	   (PSA,	   Sigma	   A3678)	   y	   el	   N,N,N’,N’-­‐	  
tetrametiletilenodiamina	   al	   0,15	  %	   (TEMED,	   Sigma	   T7024)	   y	   Agua	  MilliQ	   hasta	   completar	   el	   volumen	  
requerido.	   Por	   otro	   lado,	   el	   gel	   separador	   se	   preparó	   al	   12	   %	   de	   acrilamida:	   0,32	   %	   bisacrilamida,	  
premezcla	  gel	  (Tris-­‐HCl	  1	  M	  pH	  8,45,	  SDS	  0,1	  %),	  glicerol	  8	  %	  y	  PSA	  y	  TEMED	  a	  la	  misma	  concentracion	  
que	  el	  pregel.	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La	  electroforesis	  se	  llevó	  a	  cabo	  a	  100	  V	  durante	  aproximadamente	  2	  horas	  empleando	  como	  tampón	  de	  
electroforesis	  para	  el	  ánodo	  Tris-­‐HCl	  148	  mM,	  pH	  8,9	  y	  como	  tampón	  de	  electroforesis	  para	  el	  cátodo	  
Tris-­‐HCl	  148	  mM	  pH	  8,25,	  Tricina	  68	  mM,	  SDS	  0.1	  %.	  Se	  utilizó	  un	  marcador	  de	  peso	  molecular	  (Thermo,	  
PageRuler	  low	  range,	  26632)	  con	  un	  rango	  de	  peso	  molecular	  entre	  3,4	  y	  100	  KDa.	  Finalmente,	  se	  realizó	  
la	   transferencia	   de	   los	   péptidos	   a	   una	   membrana	   de	   nitrocelulosa	   (Whatman,	   BA83).	   La	  
electrotransferencia	   del	   gel	   a	   la	   membrana	   se	   realizó	   a	   100	   V	   durante	   1	   hora	   en	   tampón	   de	  
transferencia	  (Tris-­‐HCl	  25	  mM	  a	  pH	  8,3,	  glicina	  192	  mM	  y	  metanol	  20	  %)	  a	  4ºC.	  
	  
4.6.	  Incubación	  de	  las	  membranas	  con	  los	  anticuerpos	  
Previamente	  a	  la	  incubación	  con	  los	  anticuerpos,	  se	  realizó	  el	  bloqueo	  de	  los	  sitios	  inespecíficos	  bien	  con	  
BSA	  al	  3	  %	  (p/v)	  en	  tampón	  Trisborato	  20	  mM	  pH	  7,6,	  NaCl	  200	  mM,	  Tween	  20	  (Promega,	  H515)	  al	  0,1	  %	  
(TTBS)	  durante	  1	  hora	  a	   temperatura	  ambiente	  y	  en	  agitación.	  Realizado	  el	  bloqueo	  de	   la	  membrana,	  
esta	   se	   incubó	  con	  el	  anticuerpo	  primario	  correspondiente	   (Tabla	  M1)	  diluido	  en	  TTBS	  con	  3	  %	  BSA	  a	  
temperatura	  ambiente	  durante	  toda	  la	  noche.	  Al	  día	  siguiente	  se	  realizaron	  al	  menos	  tres	  lavados	  de	  10	  
minutos	  con	  TTBS	  y	  se	   incubó	   la	  membrana	  con	  el	  anticuerpo	  secundario-­‐HRP	  correspondiente	   (Tabla	  
M2)	  durante	  1	  hora	  a	  temperatura	  ambiente.	  Tras	  varios	  lavados	  en	  TTBS,	  se	  realizó	  un	  último	  lavado	  de	  
5	  minutos	  en	  TBS	   (TTBS	   sin	  el	  detergente	  Tween	  20).	  Por	  último,	  el	   revelado	  de	   las	  proteínas	   se	  hizo	  
mediante	   quimioluminiscencia	   con	   el	   reactivo	   ECL	   (GE	   Healthcare,	   RPN	   2232SK)	   y	   se	   registró	   la	  
luminiscencia	  en	  una	  película	  fotográfica	  (Agfa	  Healthcare,	  RP2	  plus).	  
	  
4.7.	  Ensayo	  de	  inmunoabsorbancia	  asociado	  a	  reacción	  enzimática	  (ELISA)	  
El	  ensayo	  de	  Elisa	  fue	  realizado	  con	  tejido	  diseccionado	  según	  lo	  descrito	  previamente	  (3.1.	  Extracción	  
de	  tejido	  de	  SVZ,	  CA1	  y	  Dg).	  Este	  tejido	  se	  guardó	  en	  tubos	  de	  polipropileno	  para	  preservar	  el	  Aβ	  (1-­‐42)	  
presente	   en	   la	  muestra	   y	   se	   congeló	   inmediatamente	   después	   de	   su	   extracción	   en	   hielo	   seco.	   En	   el	  
momento	  del	  análisis,	  los	  tejidos	  fueron	  disgregados	  en	  Cloruro	  de	  Guanidinio	  (Sigma,	  G4505)	  a	  5	  M	  en	  
Tris	  HCl	  50	  mM,	  pH	  8	  %	  para	  garantizar	  el	  estado	  monomérico	  soluble	  del	  Aβ	  (1-­‐42).	  Parte	  del	  extracto	  
de	  proteína	  total,	  se	  diluyó	  1/50	  en	  TNE	  (Tris-­‐HCl	  50	  mM	  pH	  7,5,	  NaCl	  137	  mM,	  EDTA	  2	  mM,	  TritonX-­‐100	  
al	   0,2	   %)	   con	   la	   finalidad	   de	   evitar	   la	   interferencia	   del	   Cloruro	   de	   Guanidinio	   con	   el	   método	   de	  
cuantificación	   de	   proteína	   total	   BCA	   y	   poder	   emplear	   este	   dato	   para	   la	   normalización	   del	   ensayo	   de	  
ELISA.	   Así,	   se	   empleó	   el	   kit	   Mouse	   Aβ42	   ELISA	   (Invitrogen,	   KMB3441)	   siguiendo	   las	   indicaciones	   del	  
fabricante.	  De	  este	  modo,	  se	  analizaron	  las	  cantidades	  de	  Aβ	  (1-­‐42)	  en	  estado	  monomérico	  de	  la	  CA1	  de	  
animales	  SAMR1	  y	  SAMP8	  de	  2,	  6	  y	  10	  meses	  así	  como	  de	  la	  SVZ	  y	  DG	  de	  animales	  de	  dichas	  cepas	  y	  de	  
2	  meses	  de	  edad.	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5.	  Estudios	  de	  expresión	  génica	  
5.1.	  Extracción	  de	  RNA	  total	  	  
La	  extracción	  de	  RNA	  total	  a	  partir	  de	  neuroesferas	  SAMR1	  y	  SAMP8	  en	  cultivo,	  se	  realizó	  empleando	  el	  
kit	  “RNeasy	  mini”	  de	  Quiagen	  siguiendo	  las	  recomendaciones	  del	  fabricante.	  La	  extracción	  de	  RNA	  total	  
de	   tejido	   de	   ambas	   cepas,	   se	   llevó	   a	   cabo	   empleando	   un	   protocolo	   de	   extracción	   basado	   en	   el	  
disolvente	  orgánico	  trizol	   (TriReagent®,	  Sigma	  T9424).	  Se	  partió	  del	  tejido	  previamente	  diseccionado	  y	  
congelado	  a	  -­‐80ºC	  (ver	  apartado	  3.1.	  Extracción	  de	  tejido	  de	  SVZ,	  CA1	  y	  DG).	  Este	  tejido	  se	  descongeló	  a	  
4ºC	  y	  se	  disgregó	  primero	  con	  una	  micropipeta	  p1000,	  a	  continuación	  con	  una	  p200	  y	   finalmente	  con	  
una	  aguja	  25GA	  1	  ml	  BD	  acoplada	  a	  una	   jeringuilla	  en	  un	  volumen	  de	  250	  μl	  de	  trizol.	  Una	  vez	  que	  el	  
tejido	   se	   disgregó	   homogéneamente,	   se	   dejó	   5	   minutos	   a	   temperatura	   ambiente	   para	   asegurar	   la	  
disociación	  completa	  de	  los	  complejos	  nucleoproteicos.	  Se	  añadieron	  50	  μl	  de	  cloroformo	  y	  se	  agitó	  el	  
tubo,	  dejando	  incubar	  2	  minutos	  a	  temperatura	  ambiente.	  A	  continuación,	  se	  centrifugó	  a	  16000	  g	  en	  
una	  microfuga	  (Mikro	  200R	  Hettich)	  durante	  15	  minutos	  a	  4ºC.	  Se	  pasaron	  70	  μl	  de	  la	  fase	  acuosa	  en	  la	  
que	  se	  encuentra	  el	  RNA	  a	  un	  nuevo	  tubo	  donde	  se	  añadieron	  125	  μl	  de	  isopropanol,	  se	  agitó	  y	  se	  dejó	  
incubar	   10	   minutos	   a	   temperatura	   ambiente.	   Posteriormente	   se	   centrifugó	   a	   16000	   g	   durante	   10	  
minutos	  a	  4ºC.	   El	   sobrenadante	   resultante	   se	  decantó	  y	  el	   pellet	  de	  RNA	   se	   lavó	   con	  150	  μl	  de	  EtOH	  
70	  %	   frio	  mediante	   una	   centrifugación	   a	  máxima	   velocidad	   durante	   5	  minutos	   a	   4ºC.	   Finalmente,	   se	  
eliminó	  el	  EtOH,	  se	  dejó	  secar	  el	  pellet	  hasta	  que	  no	  quedaran	  restos	  de	  EtOH	  y	  se	  resuspendió	  en	  20	  μl	  
de	  H2O	  libre	  de	  RNAsa.	  Para	  eliminar	  la	  posible	  contaminación	  con	  DNA	  de	  la	  muestra,	  se	  añadió	  1	  μl	  de	  
DNAsa	   y	   se	   dejó	   actuar	   sobre	   la	   muestra	   durante	   30	   minutos	   a	   37ºC.	   Para	   parar	   la	   reacción,	   se	  
añadieron	  2	  μl	  de	  EDTA	  0,02	  M	  y	  se	  incubaron	  las	  muestras	  a	  65ºC	  durante	  15	  minutos.	  
En	   ambos	   casos,	   la	   cantidad	   de	   RNA	   total	   presente	   en	   las	   muestras	   se	   determinó	   mediante	   un	  
espectrofotómetro	  (Infinite	  M200,	  TECAN)	  a	  través	  de	  la	  medida	  de	  absorbancia	  a	  260	  nm	  (A260).	  
	  
5.2.	  RT	  y	  Q-­‐PCR	  	  
El	   RNA	   total	   extraído	   se	   retrotranscribió	   a	   cDNA	   (PrimeScript	   RT	   reagent	   Kit	   Takara,	   RR037A)	   y	   las	  
condiciones	  empleadas	  para	  el	  desarrollo	  de	  la	  RT	  fueron:	  1	  ciclo	  a	  37ºC	  durante	  15	  minutos	  seguido	  de	  
otro	   ciclo	   a	   85ºC	   de	   5	   segundos	   de	   duración.	   Posteriormente,	   se	   realizó	   el	   análisis	   de	   los	   diferentes	  
genes	   recogidos	   en	   la	   Tabla	   M3	   por	   PCR	   cuantitativa	   (Q-­‐PCR)	   en	   placa	   (Roche	   480LC	   4729692001)	  
empleando	   SyBR	   PremixEX	   Taq	   (Takara,	   RR041A).	   Las	   secuencias	   de	   los	   cebadores,	   fueron	   obtenidas	  
mediante	   el	   análisis	   de	   la	   secuencia	   del	   gen	   en	   el	   programa	   Primer	   Express	   3.0	   para	   obtener	  
temperaturas	  de	  fusión	  entorno	  a	  58ºC	  en	  todas	  las	  parejas	  de	  cebadores.	  Así	  mismo,	  los	  cebadores	  se	  
diseñaron	   entre	   exones	   para	   evitar	   posible	   amplificación	   del	   DNA	   genómico	   contaminante	   en	   las	  
muestras.	   Los	   amplicones	   obtenidos	   siempre	   fueron	   menores	   de	   150	   bp.	   En	   todos	   los	   casos,	   se	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emplearon	   las	   siguientes	   condiciones	   de	   PCR,	   modificándose	   en	   cada	   caso	   la	   temperatura	   de	   fusión	  
(Tm)	  dependiendo	  del	  par	  de	  cebadores	  empleado:	  	  
(1)	   desnaturalización	   durante	   1	   minuto	   a	   95ºC;	   (2)	   Amplificación	   durante	   10	   segundos	   a	   95ºC,	   10	  
segundos	   a	   la	   temperatura	   de	   fusión	   específica	   de	   cada	   cebador	   y	   extensión	   durante	   10	   segundos	   a	  
72ºC.	  Este	  proceso	  se	  repitió	  45	  ciclos;	  (3)	  Curva	  de	  disociación	  de	  1	  único	  ciclo	  durante	  15	  segundos	  a	  5	  
grados	  por	  encima	  de	   la	   temperatura	  de	   fusión	  de	  cada	  cebador,	  10	  segundos	  a	  95ºC,	  30	  segundos	  a	  
40ºC	  y	  finalmente	  4ºC	  mantenidos	  en	  el	  tiempo.	  Finalmente,	  los	  niveles	  de	  expresión	  de	  RNA	  mensajero	  
se	  determinaron	  por	  el	  método	  2-­‐ΔΔCt	  (Livak	  y	  Schmittgen,	  2001).	  
	  
6.	  Análisis	  estadístico	  
Todos	  los	  datos	  obtenidos	  tanto	  de	  los	  estudios	  in	  vivo	  como	  de	  los	  estudios	  in	  vitro,	  fueron	  sometidos	  a	  
la	   prueba	   de	   Kolmogorov-­‐Smirnov	   para	   determinar	   si	   seguían	   una	   distribución	   normal	   típica	   de	   una	  
población	  natural.	  Además,	  se	  les	  aplicó	  el	  Test	  de	  Levene	  para	  evaluar	  la	  homogeneidad	  de	  varianzas.	  
El	   análisis	  de	   la	   varianza	   (ANOVA)	  de	  una	  vía,	   se	  empleó	  para	  el	   análisis	  estadístico	  de	   las	  diferencias	  
entre	  edades	  de	   la	  misma	  cepa	  de	  ratón.	  Se	  aplicaron	  test	  post-­‐hoc	  (test	  de	  Tukey	  y	  test	  de	  Dunnett)	  
para	  establecer	  las	  grupos	  significativamente	  diferentes.	  Se	  aplicó	  el	  análisis	  de	  la	  varianza	  (ANOVA)	  de	  
dos	   vías	   para	   estudiar	   la	   influencia	   de	   la	   edad,	   la	   cepa	   y	   la	   interacción	   de	   ambas	   en	   los	   análisis	  
longitudinales	  de	  R1	  y	  P8.	  También	  se	  aplicó	  el	  análisis	  de	  t	  de	  Student	  de	  dos	  colas,	  pareada	  en	  el	  caso	  
del	  análisis	  estadístico	  de	  los	  efectos	  de	  los	  tratamientos	  sobre	  las	  células	  y	  no	  pareada	  para	  el	  estudio	  
de	  los	  animales	  de	  diferentes	  cepas	  pero	  de	  la	  misma	  edad.	  Para	  los	  casos	  de	  las	  comparaciones	  entre	  
valores	  relativos	  se	  utilizó	  la	  transformación	  arcsen	  (raíz	  (valor))	  previa	  al	  análisis	  por	  el	  test	  estadístico	  
correspondiente	  en	  cada	  caso.	  Para	  el	  análisis	  estadístico	  de	  los	  porcentajes	  de	  supervivencia,	  se	  aplicó	  
el	  test	  de	  Mantel-­‐Cox.	  Los	  datos	  se	  presentan	  como	  la	  media	  de	  valores	  ±	  el	  error	  estándar	  de	  la	  media.	  
En	  los	  experimentos	  in	  vivo	  “n”	  indica	  el	  número	  de	  ratones	  independientes	  empleados	  por	  cepa	  y	  edad	  
en	   cada	   experimento.	   Un	   P	   valor	   de	   0,05	   fue	   considerado	   estadísticamente	   significativo	   (*	   p	   <	   0,05,	  
**	  p	  <	  0,01	  y	  ***	  p	  <	  0,001	  (entre	  cepas	  de	  la	  misma	  edad	  o	  entre	  células	  control	  y	  tratadas);	  	  Δ	  p	  <	  0,05,	  
ΔΔ	  p	  <	  0,01	  y	   ΔΔΔ	  p	  <	  0,001	   (entre	  SAMR1	  de	  diferentes	  edades);	   #	  p<0,05,##	  p<0,01	  y	   ###	  p<0,001	   (entre	  
SAMP8	  de	  diferentes	  edades).	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TABLA	  M1:	  Anticuerpos	  primarios	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TABLA	  M2:	  Anticuerpos	  secundarios	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TABLA	  M3:	  Cebadores	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“Si quieres hacer un pastel 
de manzana desde el 
principio, primero debes 
crear el Universo”	

	

Carl Sagan	
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CAPÍTULO 1 
Caracterización anatomopatológica de la cepa de ratón 
SAMP8 frente a su cepa control SAMR1 
 
 
El	  objetivo	  de	  este	  primer	  estudio	  fue	  establecer	  la	  edad	  de	  aparición	  tanto	  de	  alteraciones	  relacionadas	  
con	   el	   envejecimiento	   normal	   como	  de	   las	   relacionadas	   con	   el	   envejecimiento	   patológico	   (EA)	   en	   los	  
machos	  P8	  objeto	  de	  nuestro	  posterior	  estudio.	  Para	  ello,	  se	  llevó	  a	  cabo	  un	  análisis	  anatomopatológico	  
de	  diferentes	  órganos	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  distintas	  edades	  así	  como	  un	  análisis	  concreto	  de	  algunas	  
de	  las	  características	  fundamentales	  de	  la	  EA	  en	  los	  ratones	  P8	  a	  distintas	  edades,	  que	  se	  comparó	  con	  
el	  de	  los	  ratones	  R1.	  
	  
1.1.	   Análisis	   macroscópico	   y	   anatomopatológico:	   La	   cepa	   P8	   presenta	  
características	  de	  senescencia	  acelerada	  a	  partir	  de	  los	  6	  meses	  de	  edad	  
Las	  diferencias	  en	  el	  análisis	  macroscópico	  de	  ambas	  cepas	  comienzan	  a	  una	  edad	  media	  de	  6	  meses,	  
cuando	   los	   animales	   de	   la	   cepa	   P8	   presentan	   una	   pérdida	   sustancial	   de	   actividad	   física	   y	   de	   pelaje,	  
además	  de	  sufrir	  en	  grado	  variable	   lordocifosis	  en	   la	  columna	  vertebral	   (Figura	  R1	  A).	   La	  aparición	  de	  
estas	  alteraciones	   coincide	  en	  el	   tiempo	  con	  el	   inicio	  de	   la	  pérdida	  progresiva	  de	  peso	  en	   la	   cepa	  P8,	  
como	  se	  describió	   	  en	  1981	  por	  el	  grupo	  del	  Prof.	  Takeda	  (Takeda	  et	  al.,	  1981)	  (Figura	  R1	  B).	  Además,	  
con	  el	   objetivo	  de	   estimar	   la	   supervivencia	   de	   ambas	   cepas	  de	   ratón	   se	   realizó	  una	   curva	  de	  Kaplan-­‐
Meier.	  Se	  observó	  una	  menor	  supervivencia	  de	  los	  animales	  P8	  a	  edades	  tempranas	  y	  medias	  de	  entre	  5	  
y	  8	  meses	  y	  una	  caída	  drástica	  de	  la	  supervivencia	  en	  los	  animales	  P8	  a	  partir	  de	  aproximadamente	  los	  8	  
meses	  de	  edad	  en	  comparación	  con	  los	  animales	  R1	  (Figura	  R1	  C).	  	  
En	  cuanto	  al	  análisis	  anatomopatológico,	   se	  observó	  cómo	  a	  edades	   tempranas	   (2	  meses),	   la	   cepa	  R1	  
presentaba	  infiltrados	  linfocíticos	  en	  el	  pulmón	  mientras	  que	  la	  cepa	  P8	  presentaba	  dichos	  infiltrados	  en	  
un	  número	  mayor	  de	  órganos	  tales	  como	  la	  glándula	  submaxilar,	  el	  pulmón	  y	  el	  estómago.	  A	  partir	  de	  
edades	  intermedias	  (6	  meses),	  tanto	  los	  animales	  	  R1	  como	  los	  P8	  presentaron	  características	  asociadas	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al	   envejecimiento	   en	   órganos	   como	   el	   estómago	   o	   el	   hígado	   en	   el	   caso	   de	   los	   R1	   y	   el	   hígado	   y	   las	  
glándulas	  prepuciales	  en	  el	  caso	  de	  los	  P8	  (Tabla	  R1).	  El	  grado	  de	  afectación	  de	  los	  animales	  P8	  a	  esta	  
edad	   fue	  mayor	   que	   el	   de	   los	   R1.	   A	   los	   10	   y	   14	  meses	   de	   edad,	   la	  mayor	   parte	   de	   los	   animales	   P8	  
presentaba	  alteraciones	  tanto	  relacionadas	  con	  el	  envejecimiento	  como	  con	  infiltrados	   linfocíticos.	  Sin	  
embargo,	  los	  animales	  R1	  presentaban	  una	  tasa	  de	  afectación	  mucho	  menor,	   lo	  que	  da	  a	  entender	  las	  
mejores	  condiciones	  de	  salud	  presentadas	  por	  los	  animales	  R1	  a	  edades	  avanzadas	  frente	  a	  los	  animales	  
P8.	  
	  
	  
	  
Figura	   R1.	   Los	   animales	   P8	   comienzan	   a	  mostrar	   alteraciones	   asociadas	   al	   envejecimiento	   a	   los	   6	  meses	   de	  
edad.	  (A)	  Fotografías	  representativas	  del	  estado	  físico	  de	  los	  animales	  P8	  frente	  a	  los	  animales	  R1	  a	  los	  6	  meses	  de	  
edad.	  (B)	  Líneas	  de	  tendencia	  del	  peso	  corporal	  total	  de	  los	  animales	  R1	  y	  P8	  a	  lo	  largo	  de	  su	  vida.	  Los	  machos	  R1	  
presentan	   un	   incremento	   de	   peso	   a	   lo	   largo	   de	   su	   vida,	   mientras	   que	   los	   P8	   incrementan	   su	   peso	   a	   edades	  
tempranas	  pero	  se	  estabilizan	  entorno	  a	  los	  6	  meses.	  (C)	  Curva	  de	  Kaplan-­‐Meier	  de	  la	  supervivencia	  de	  los	  animales	  
R1	   y	  P8.	   Los	   animales	  P8	  presentan	  una	  menor	  esperanza	  de	   vida	  en	   comparación	   con	   los	  R1	   (**	  p	  <	  0,01).	   Los	  
datos	  se	  muestran	  como	  la	  media	  ±	  E.E.M.	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TABLA	  R1:	  Análisis	  anatomopatológico	  de	  las	  cepas	  R1	  y	  P8	  a	  2,	  6,	  10	  y	  14	  meses	  de	  edad.	  	  
	  
 
 
 
	  
1.2.	  Análisis	   de	   la	   patología	   cerebral	   asociada	   a	   la	   EA:	   La	   cepa	   P8	  muestra	   la	  
aparición	  de	  los	  primeros	  síntomas	  a	  los	  6	  meses	  de	  edad	  	  
Una	  de	   las	  zonas	  más	  sensibles	  y	  de	  primera	  afectación	  en	   la	  Enfermedad	  de	  Alzheimer	  en	  el	  cerebro	  
humano	  es	  el	  hipocampo	  y	  más	  concretamente	  la	  región	  cornu	  ammonis	  1	  (CA1),	  que	  resulta	  afectada	  
con	  la	  presencia	  de	  placas	  formadas	  por	  agregados	  del	  péptido	  Aβ	  (1-­‐42).	  Es	  por	  ello	  que	  se	  determinó	  
por	  ELISA	  la	  cantidad	  total	  de	  Aβ	  (1-­‐42)	  de	  la	  región	  CA1	  de	  animales	  P8	  y	  R1	  de	  2,	  6	  y	  10	  meses	  de	  edad.	  
Según	  se	  muestra	  en	  la	  figura	  R2	  A,	  los	  animales	  P8	  muestran	  un	  incremento	  significativo	  de	  la	  cantidad	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Figura	  R2.	  Los	  animales	  P8	  comienzan	  a	  mostrar	  patologías	  características	  de	  la	  EA	  en	  el	  hipocampo	  
a	   los	   6	  meses	   de	   edad.	   (A)	  Determinación	  de	   la	   concentración	   retaliva	  de	  Aβ	   (1-­‐42)	   	   en	   la	   región	  CA1	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  2,	  6	  y	  10	  meses	  mediante	  ELISA.	  Los	  animales	  P8	  presentan	  un	  incremento	  significativo	  en	  la	  presencia	  del	  péptido	  a	  los	  6	  meses	  de	  edad	  comparado	  con	  los	  2	  meses	  (***	  p	  <	  0,001)	   (B)	  Expresión	  promedio	  del	  gen	  Gfap	  en	  animales	  R1	  y	  P8	  a	  distintas	  edades	  analizado	  mediante	  RT-­‐qPCR	  y	  expresado	  en	  unidades	   arbitrarias	   relativas	   (u.a.).	   Los	   animales	  P8	  muestran	  un	   incremento	  en	   la	   expresión	  de	  mRNA	  de	  dicho	  gen	  a	  los	  6	  y	  10	  meses	  de	  edad	  (*	  p	  <	  0,05;	  **	  p	  <	  0,01,	  respectivamente)	  en	  comparación	  con	  la	  cepa	  R1.	  
(C)	  Análisis	  inmunohistoquímico	  del	  área	  ocupada	  por	  GFAP	  y	  S100β	  en	  la	  región	  CA1	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  distintas	   edades.	   Los	   animales	   P8	  muestran	   un	   incremento	   en	   la	   presencia	   de	   GFAP	   que	   comienza	   a	   los	   6	  meses	  de	  edad	  y	  es	  significativo	  a	  los	  10	  meses	  en	  comparación	  con	  los	  R1	  (**	  p	  <	  0,01).	  Los	  niveles	  de	  S100β	  no	  muestran	  cambios	  significativos	  entre	  cepas	  a	  ninguna	  edad.	   (D)	   Inmunofluorescencia	  representativa	  de	  GFAP	  en	  la	  CA1	  de	  los	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  2,	  6	  y	  10	  meses	  de	  edad.	  (E)	  Imágenes	  representativas	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  diversas	  edades,	  de	  la	  tinción	  para	  β-­‐Galactosidasa	  asociada	  a	  la	  senescencia.	  Los	  datos	  se	  muestran	  como	   la	   media	   ±	   E.E.M.	   n	   ≥	   4.	   Abreviaturas.	   CA1,	   cornu	   ammonis	   1;	   Pyr,	   capa	   piramidal;	   Rad,	   estratum	  radiatum;	   H,	   hilus;	   DG,	   giro	   dentado;	   CA3,	   cornu	   ammonis	   3.	   Barra	   calibradora	   D	   y	   E,	   10	   μm	   y	   50	   μm	  respectivamente. 
Resultados
78
de	  Aβ	  (1-­‐42)	  comparado	  con	  los	  animales	  control	  R1	  a	  los	  6	  meses	  de	  edad.	  Sin	  embargo,	  no	  se	  observó	  
la	  formación	  de	  placas	  amiloides	  mediante	  inmunofluorescencia	  con	  el	  anticuerpo	  4G8	  (no	  mostrado).	  
Adicionalmente,	   como	   medida	   de	   la	   gliosis	   reactiva	   característica	   de	   la	   enfermedad,	   se	   analizó	   la	  
expresión	  de	  la	  proteína	  ácida	  glial	  fibrilar	  (GFAP)	  tanto	  a	  nivel	  de	  expresión	  de	  mRNA	  como	  a	  nivel	  de	  
proteína.	   Los	   resultados	   mostraron	   una	   sobreexpresión	   del	   gen	  Gfap	   (Figura	   R2	   B)	   y	   un	   incremento	  
progresivo	  de	  la	  inmunoreactividad	  de	  GFAP	  (Figura	  R2	  C	  y	  D)	  en	  la	  CA1	  de	  animales	  P8	  de	  6	  meses	  en	  
comparación	   con	   animales	   R1	   de	   la	   misma	   edad.	   Para	   determinar	   si	   el	   aumento	   incremento	   en	   la	  
inmunoreactividad	  de	  la	  proteína	  GFAP	  podría	  explicarse	  por	  un	  aumento	  en	  el	  número	  de	  astrocitos,	  se	  
analizó	  por	  inmunofluorescencia	  el	  marcador	  de	  astroglía	  madura	  S100β.	  No	  se	  encontraron	  diferencias	  
significativas	  ni	  entre	  las	  cepas	  R1	  y	  P8,	  ni	  entre	  las	  diferentes	  edades	  de	  las	  mismas	  (Figura	  R2	  C),	  como	  
ya	  se	  había	  demostrado	  previamente	  (Wu	  et	  al.,	  2005).	  	  
Adicionalmente,	   se	   llevó	   a	   cabo	   un	   estudio	   de	   senescencia,	   mediante	   la	   tinción	   de	   β-­‐Galactosidasa	  
asociada	   a	   este	   proceso	   (SA-­‐β-­‐Gal)	   .	   Se	   observó	   un	   incremento	   gradual	   de	   la	   misma	   tanto	   en	   los	  
animales	  R1	  como	  en	  los	  P8	  con	  la	  edad,	  si	  bien	  el	  incremento	  de	  células	  SA-­‐β-­‐Gal+	  en	  el	  hipocampo	  es	  
mayor	  en	  los	  animales	  P8	  en	  comparación	  con	  los	  animales	  R1	  (Figura	  R2	  E).	  
Estos	   datos,	   en	   conjunto,	   indican	   que	   los	   animales	   P8	   comienzan	   a	   mostrar	   tanto	   síntomas	   de	  
envejecimiento	   acelerado	   como	   patología	   característica	   de	   la	   Enfermedad	   de	   Alzheimer	  
mayoritariamente	   a	   los	   6	   meses	   de	   edad.	   A	   partir	   de	   dicha	   edad,	   se	   potencian	   sus	   afecciones	  
produciéndoles	  una	  muerte	  prematura	  en	  comparación	  con	  la	  cepa	  control	  R1.	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CAPÍTULO 2 
Caracterización de la actividad de las Células Madre 
Neurales en la Zona Subventricular de la cepa de ratón 
SAMP8 y SAMR1 
	  
	  
2.1.	   La	   proliferación	   en	   la	   SVZ	   de	   los	   animales	   P8	   se	   incrementa	   de	   forma	  
transitoria	  a	  los	  2	  meses	  de	  edad	  y	  decae	  a	  los	  14	  meses	  
En	   primer	   lugar,	   para	   analizar	   los	   niveles	   de	   actividad	   proliferativa	   de	   las	   NSCs	   y	   de	   las	   células	  
progenitoras	  en	  la	  SVZ	  de	  los	  animales	  P8,	  administramos	  BrdU	  a	  animales	  adultos	  de	  diferentes	  edades	  
tanto	  de	  las	  cepas	  control	  R1	  y	  Crl:CD1	  como	  de	  la	  cepa	  P8.	  En	  este	  caso,	  la	  BrdU	  se	  inyectó	  utilizando	  
un	   paradigma	   de	   administración	   de	   1	   inyección	   cada	   dos	   horas	   hasta	   un	   total	   de	   3	   inyecciones	   y	   se	  
sacrificó	   a	   los	   animales	   1	   hora	   más	   tarde	   (Figura	   R3	   A).	   El	   análisis	   inmunohistoquímico	   reveló	   un	  
incremento	   sustancial	   en	   el	   número	   de	   células	   proliferativas	   en	   animales	   P8	   jóvenes	   (2	   meses)	   en	  
comparación	  con	  los	  R1	  y	  Crl:CD1	  de	  la	  misma	  edad.	  Sin	  embargo,	  este	  incremento	  se	  perdía	  a	  edades	  
más	  avanzadas	  (10	  meses),	  volviendo	  a	  los	  niveles	  proliferativos	  de	  las	  cepas	  control	  (Figura	  R3	  B	  y	  C).	  
Con	   el	   objetivo	   de	   caracterizar	   mejor	   este	   efecto	   proliferativo,	   se	   incrementó	   el	   número	   de	   edades	  
estudiadas	   y	   se	   determinó	   la	   incorporación	   de	   BrdU	   en	   los	   animales	   P8	   y	   R1.	   	   El	   análisis	   estadístico	  
realizado	  mediante	  ANOVA	  de	  dos	  vías	  (edad	  y	  cepa),	  mostró	  que	  la	  edad	  tiene	  un	  efecto	  significativo	  
en	   el	   número	   de	   células	   BrdU+	   (F4,32	   =	   4.161,	   p	   <	   0.01)	   y	   que	   la	   interacción	   edad-­‐cepa	   es	  
estadísticamente	   significativa	   (F4,32	  =	   2.909,	   p	   <	   0.05).	   Los	   valores	   se	   analizaron	  de	   forma	   relativa	   con	  
respecto	   a	   la	   cepa	   control	   R1	   (Figura	   R3	   D).	   Así,	   se	   observó	   que	   los	   animales	   P8	   presentan	   niveles	  
similares	   de	   proliferación	   a	   los	   R1	   a	   1	   mes	   para,	   entre	   2	   y	   6	   meses,	   incrementar	   su	   actividad	   y	  
finalmente	  decaer	  por	  debajo	  de	  los	  niveles	  de	  la	  cepa	  control	  a	  edades	  más	  tardías	  (14	  meses).	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Figura	  R3.	  Los	  animales	  P8	  presentan	  un	  pico	  proliferativo	  a	  edades	  tempranas	  en	  la	  SVZ	  seguido	  de	  una	  disminución	  
drástica	  de	  la	  proliferación	  con	  la	  edad.	  (A)	  Diagrama	  representativo	  del	  régimen	  de	  BrdU	  administrado	  a	  los	  animales.	  El	  
análogo	  se	   inyectó	   (50	  mg/kg	  de	  peso	  de	  animal)	   tres	  veces	  cada	  2	  horas,	  y	  una	  hora	  después	  del	  último	  pinchazo,	   se	  
sacrificaron	   los	  animales	  para	   su	  posterior	  análisis	   inmunohistoquímico.	   (B)	  Análisis	   cuantitativo	  del	  número	  de	  células	  
BrdU+	  en	   la	  SVZ	  de	  animales	  CD1,	  R1	  y	  P8	  de	  2	  y	  10	  meses	  de	  edad.	   Los	  animales	  P8	  presentan	  un	  mayor	  número	  de	  
células	   BrdU+	   en	   comparación	   con	   los	   animales	   CD1	   (***	   p	   <	   0,001)	   y	   R1	   (**	   p	   <	   0,01)	   de	   2	   meses	   de	   edad.	   (C)	  
Microfotografía	  confocal	  coronal	  representativa	  del	  número	  de	  células	  BrdU+	  (rojo)	  en	  la	  SVZ	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  2	  y	  
10	  meses	  de	  edad.	  La	  tinción	  nuclear	  DAPI	  se	  muestra	  en	  azul.	  (D)	  Porcentaje	  de	  células	  BrdU+	  de	  los	  animales	  P8	  de	  1,	  2,	  
6,	  10	  y	  14	  meses	  de	  edad	  en	  relación	  con	  los	  animales	  R1	  de	  edades	  equivalentes.	  Los	  animales	  P8	  presentan	  un	  descenso	  
significativo	  de	  la	  incorporación	  de	  BrdU	  asociado	  a	  la	  edad	  entre	  los	  2	  y	  los	  14	  meses	  de	  edad	  (#	  p	  <	  0,05).	  Los	  datos	  se	  
muestran	   como	   la	  media	   ±	   E.E.M.	   n	   ≥	   4.	   Abreviaturas:	   St,	   estriado;	   SVZ,	   zona	   subventricular.	   Barra	   calibradora	   en	   C,	  
50	  μm.	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2.2.	   El	   incremento	   de	   proliferación	   en	   la	   SVZ	   de	   los	   animales	   P8	   de	   2	   meses	  
correlaciona	  con	  un	  aumento	  en	  el	  número	  de	  nuevas	  neuronas	  en	  el	  OB	  
Las	   células	   proliferativas	   de	   la	   SVZ	   generan	   neuroblastos	   de	   tipo	   A	   que	   migran	   a	   través	   del	   camino	  
migratorio	  rostral	  (RMS)	  hasta	  el	  bulbo	  olfatorio	  (OB)	  donde	  se	  integran	  como	  interneuronas	  (Alvarez-­‐
Buylla	  y	  Garcia-­‐Verdugo,	  2002;	   Lledo	  et	  al.,	  2008).	   En	  consonancia	   con	  el	   incremento	  en	  proliferación	  
detectado	   en	   la	   SVZ	   de	   ratones	   P8	   jóvenes	   en	   comparación	   con	   R1,	   se	   observó	   un	   incremento	   en	   el	  
número	  de	  células	  BrdU+	  en	  el	  RMS-­‐OB	  de	  ratones	  P8	  de	  2	  meses	  pero	  no	  en	  el	  de	  ratones	  de	  10	  meses	  
(Figura	  R4	  A	  y	  B).	  Además,	  se	  analizó	  el	  número	  de	  neuronas	  inmaduras	  (DCX+)	  que	  habían	  incorporado	  
BrdU	  en	  el	  OB	  y	  se	  observó	  un	  incremento	  significativo	  en	  los	  animales	  P8	  frente	  a	  los	  R1	  (Figura	  R4	  C).	  	  
Se	  observó	  también	  una	  tendencia	  al	  alza	  en	  el	  tamaño	  de	  la	  capa	  granular	  del	  OB	  (GCL)	  de	  los	  animales	  
P8	  respecto	  a	  los	  R1	  a	  2	  meses,	  aunque	  las	  diferencias	  no	  fueron	  significativas	  (p	  =	  0,08).	  Mientras	  que	  
la	  GCL	  de	  la	  cepa	  control	  incrementaba	  sutilmente	  su	  tamaño	  con	  la	  edad,	  la	  GCL	  de	  los	  animales	  P8	  se	  
mantenía	   significativamente	  más	   pequeña	   que	   la	   de	   los	   R1	   a	   los	   10	  meses	   (Figura	   R5	  A).	   Además,	   el	  
tamaño	  general	  del	  OB	  era	  más	  pequeño	  tanto	  a	  los	  2	  como	  a	  los	  10	  meses	  en	  los	  animales	  P8	  (Figura	  
R5	   B	   y	   C).	   	   Estos	   datos	   sugieren	   que	   el	   incremento	   en	   la	   producción	   de	   nuevas	   neuronas,	   no	   va	  
acompañado	  de	  un	  aumento	  en	  la	  supervivencia	  ni	  en	  la	  integración	  de	  dichas	  neuronas	  en	  la	  estructura	  
del	  OB	  de	  los	  animales	  P8	  jóvenes.	  
	  
Figura	   R4.	   Los	   animales	   P8	   de	   2	  
meses	   presentan	   mayor	  	  
producción	  de	  nuevas	  neuronas	  en	  
el	   OB	   que	   los	   animales	   R1	   de	   la	  
misma	   edad.	   (A)	   Análisis	  
cuantitativo	   del	   número	   de	   células	  
BrdU+	   por	   sección	   en	   el	   OB	   de	  
animales	   R1	   y	   P8	   de	   2	   y	   10	  meses	  
de	   edad.	   Los	   animales	   P8	   jóvenes	  
presentan	   un	   mayor	   número	   de	  
células	   en	   división	   activa	   tanto	   en	  
comparación	  con	  los	  R1	  de	  2	  meses	  
(**	  p	  <	  0,01)	  como	  con	  los	  P8	  de	  10	  
meses	   (##	   p	   <	   0,01).	   (B)	  
Microfotografía	   confocal	   coronal	  
representativa	   del	   número	   de	  
células	   BrdU+	   (rojo)	   en	   el	   bulbo	   de	  
animales	   R1	   y	   P8	   de	   2	   y	   10	  meses	  
de	  edad.	  La	  tinción	  nuclear	  DAPI	  se	  
muestra	   en	   azul.	   (C)	   Cuantificación	  
del	  número	  de	  células	  doble	  
	  
	  	  
positivas	  DCX/BrdU	  en	  el	  OB	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  2	  meses	  de	  edad.	  	  Los	  animales	  P8	  presentan	  un	  mayor	  número	  
de	  células	  DCX+	  BrdU+	  que	  los	  animales	  R1	  (*	  p	  <	  0,05),	  indicando	  una	  mayor	  producción	  de	  nuevas	  neuronas	  que	  los	  
animales	   control	   a	   edades	   tempranas.	   Los	   datos	   se	  muestran	   como	   la	  media	   ±	   E.E.M.	   n	   ≥	   4.	   Abreviaturas:	   RMS,	  
camino	  migratorio	  rostral;	  OB,	  bulbo	  olfatorio;	  DCX,	  doblecortina.	  Barra	  calibradora	  en	  B,	  50	  μm.	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2.3.	  El	   incremento	   en	   la	   proliferación	  de	   la	   SVZ	  de	   los	   P8	   a	   edades	   tempranas	  
correlaciona	  con	  un	  aumento	  de	  la	  actividad	  de	  las	  NSCs	  (células	  Tipo-­‐B)	  	  
Las	  NSCs	  (tipo-­‐B)	  así	  como	  los	  progenitores	  de	  rápida	  amplificación	  (tipo-­‐C)	  son	  el	  punto	  de	  partida	  para	  
la	  progresión	  de	  la	  neurogénesis	  adulta.	   	  Para	  determinar	  si	  el	   incremento	  de	  la	  actividad	  proliferativa	  
observada	   en	   la	   SVZ	   afectaba	   a	   estas	   poblaciones	   de	   células	   residentes	   en	   ella,	   se	   efectuó	   una	  
inmunofluorescencia	  doble	  para	  BrdU	  y	  Nestina.	  Así	  se	  observó	  que	   la	   inmensa	  mayoría	  de	   las	  células	  
BrdU+	  de	  la	  SVZ	  de	  animales	  de	  2	  meses	  eran	  también	  Nestina+	  (Figura	  R6	  A).	  	  
Con	   el	   objetivo	   de	   esclarecer	   la	   implicación	   específica	   de	   las	   NSCs	   (tipo-­‐B)	   en	   este	   incremento	   del	  
número	   de	   células	   BrdU+	   en	   la	   SVZ,	   se	   procedió	   a	   su	   estudio	   mediante	   el	   uso	   de	   los	   marcadores	  
específicos	  de	  NSCs	  GFAP	  y	  SOX2.	  Para	  ello,	  	  se	  inyectó	  BrdU	  tanto	  a	  animales	  jóvenes	  (2	  meses)	  como	  
Figura	   R5.	   El	   área	   del	  OB	  de	   los	   animales	   P8	   de	   2	   y	   10	  meses	   es	  menor	   que	   la	   de	   los	   R1	   pese	   a	   la	   elevada	  
neurogénesis	  de	  los	  P8	  a	  edades	  tempranas.	  (A)	  Medida	  del	  área	  de	  la	  GCL	  del	  OB	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  2	  y	  10	  
meses	  de	  edad	  en	  las	  coordenadas	  anteroposteriores	  (AP)	  aproximadas	  al	  Bregma	  3,86.	  A	  los	  2	  meses	  de	  edad,	  la	  
GCL	  de	  los	  animales	  P8	  muestra	  una	  tendencia	  al	  alza	  que	  no	  llega	  a	  ser	  significativa	  respecto	  a	  los	  R1	  (p	  <	  0,08).	  A	  
los	  10	  meses	  de	  edad,	  el	  área	  de	  la	  GCL	  de	  los	  animales	  P8	  es	  significativamente	  menor	  que	  la	  de	  los	  R1	  de	  la	  misma	  
edad	  (**	  p	  <	  0,01).	  (B)	  Medida	  del	  área	  del	  OB	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  2	  y	  10	  meses	  de	  edad	  en	  las	  coordenadas	  AP	  
aproximadas	  al	  Bregma	  3,86	  mm.	  Los	  animales	  P8	  presentan	  una	  menor	  área	  del	  OB	  tanto	  a	  2	  como	  a	  10	  meses	  en	  
comparación	  con	  la	  cepa	  control	  (*	  p	  <	  0.05).	   (C)	  Reconstrucción	  representativa	  de	  la	  estructura	  del	  OB	  de	  ambas	  
cepas	  a	  los	  10	  meses	  de	  edad.	  Se	  muestran	  cortes	  coronales	  seriados	  teñidos	  con	  HyE.	  Se	  observa	  una	  reducción	  en	  
el	   tamaño	   del	   OB	   de	   los	   animales	   P8	   de	   10	  meses	   frente	   a	   los	   R1	   de	   la	  misma	   edad.	   Las	   coordenadas	   antero-­‐
posteriores	  desde	  el	  Bregma	  se	  estimaron	  según	  la	  base	  de	  datos	  de	  Mus	  musculus	  en	  brainmaps.org.	  Los	  datos	  se	  
muestran	   como	   la	   media	   ±	   E.E.M.	   n	   ≥	   4.	   Abreviaturas:	   GCL,	   capa	   celular	   granular;	   OB,	   bulbo	   olfatorio.	   Barra	  
calibradora	  en	  C,	  1000	  μm.	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Figura	  R6.	   El	   incremento	  de	   la	  proliferación	  en	   la	  SVZ	  de	   los	  P8	   jóvenes,	   se	  debe	  al	   incremento	  de	  actividad	  
proliferativa	  de	   las	  NSCs	  (células	  tipo-­‐B).	   (A)	  Microfotografía	  confocal	  mostrando	  la	  expresión	  de	  Nestina	  (verde)	  
en	   las	  NSCs	   (tipo-­‐B)	  y	  progenitores	   (tipo-­‐C)	  BrdU+	   (rojo)	  de	   la	  SVZ	  de	  animales	  P8	  de	  2	  meses.	   La	   tinción	  nuclear	  
DAPI	  se	  muestra	  en	  azul.	  (B)	  Análisis	  cuantitativo	  del	  número	  de	  NSCs	  en	  división	  activa	  (GFAP+	  SOX2+	  BrdU+)	  del	  
total	  de	  NSCs	  (GFAP+	  SOX2+)	  en	  la	  SVZ	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  2	  y	  14	  meses.	  A	  los	  2	  meses	  de	  edad,	  los	  animales	  P8	  
presentan	  un	  mayor	  número	  de	  NSCs	  en	  proliferación	  activa	  en	  comparación	  con	  los	  animales	  R1	  de	  la	  misma	  edad	  
(**	   p	   <	   0,01).	   A	   los	   14	  meses,	   los	   animales	   P8	   presentan	   un	  menor	   número	   de	  NSCs	   en	   proliferación	   activa	   en	  
comparación	  con	  los	  R1	  de	  la	  misma	  edad	  (*	  p	  <	  0,05).	  El	  número	  de	  NSCs	  en	  división	  activa	  de	  los	  P8	  disminuye	  
significativamente	  entre	  los	  2	  y	  los	  14	  meses	  de	  edad	  	  (###	  p	  <	  0.001).	  (C)	  Imágenes	  confocales	  representativas	  del	  
número	  de	  NSCs	  en	  división	  activa	  enla	  SVZ	  de	  los	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  2	  y	  14	  meses	  de	  edad.	  Los	  datos	  se	  muestran	  
como	   la	  media	  ±	  E.E.M.	  n	  ≥	  3.	  Abreviaturas:	   St,	   estriado;	   Spt,	   septo.	  Barra	   calibradora	  en	  A	  y	  C,	  25	  μm	  y	  50	  μm	  
respectivamente.	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viejos	   (14	  meses)	   y	   se	   procedió	   al	   triple	  marcaje	   (GFAP+/SOX2+/BrdU+)	   para	   identificar	   el	   número	   de	  
NSCs	  en	  fase	  S.	  El	  número	  total	  de	  células	  tipo-­‐B	  que	  incorporaron	  BrdU	  en	  la	  SVZ	  estaba	  incrementado	  
en	   los	  animales	  P8	  de	  2	  meses	   frente	  a	   la	   cepa	  control	  de	   la	  misma	  edad	   (p	  <	  0,01,	  Figura	  R6	  B	  y	  C).	  
Observamos	  también	  un	   incremento	  en	  su	  tasa	  de	  actividad,	  es	  decir,	  en	  el	  porcentaje	  de	  células	  con	  
triple	  marcaje	  GFAP+/SOX2+/BrdU+	  en	  los	  animales	  P8	  (media	  ±	  EEM:	  33,1%	  ±	  	  4,1%	  	  en	  R1	  frente	  a	  50,8%	  
±	  	  4,2%	  	  en	  P8,	  p	  <	  0,01).	  De	  acuerdo	  con	  estos	  datos,	  también	  se	  observó	  un	  engrosamiento	  de	  la	  pared	  
ventricular	  en	  los	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  (media	  ±	  EEM:	  11,1	  ±	  	  1,2	  µm	  	  en	  SAMR1	  frente	  a	  15,9	  ±	  	  0,5	  µm	  	  	  	  
en	  SAMP8,	  p	  <	  0,01).	  	  	  
En	  concordancia	  con	  el	  menor	  número	  de	  células	  BrdU+	  en	  la	  SVZ	  de	  animales	  P8	  de	  14	  meses,	  dichos	  
animales	   presentaron	   un	   menor	   número	   de	   NSCs	   en	   fase	   S	   comparados	   con	   los	   P8	   de	   2	   meses	  
(p	  <	  0,001)	  así	  como	  comparados	  con	  los	  R1	  de	  14	  meses	  (p	  <	  0,05,	  Figura	  R6	  B	  y	  C).	  	  
Estos	   datos	   indican	   que	   a	   pesar	   de	   que	   la	   proliferación	   de	   las	   NSCs	   en	   animales	   P8	   jóvenes	   está	  
incrementada,	  se	  ve	  seriamente	  comprometida	  a	  edades	  tardías	  en	  comparación	  con	  la	  cepa	  R1.	  
	  
2.4.	   Los	   cultivos	   de	   NSCs	   de	   animales	   P8	   jóvenes	   muestran	   una	   mayor	  
proliferación	  que	  los	  de	  R1	  de	  la	  misma	  edad	  
Con	  el	  objetivo	  de	  esclarecer	  el	  mecanismo	  subyacente	  al	  incremento	  de	  la	  proliferación	  de	  las	  NSCs	  de	  
animales	  P8	  de	  2	  meses,	  se	  llevaron	  a	  cabo	  cultivos	  primarios	  de	  células	  madre	  procedentes	  de	  la	  SVZ	  de	  
ratones	   P8	   y	   R1	   de	   diferentes	   edades.	   En	   ausencia	   de	   un	   sustrato	   de	   adhesión	   y	   en	   presencia	   de	  
estimulación	   mitogénica	   (EGF	   y	   FGF2),	   las	   células	   madre	   forman	   agregados	   clonales	   denominados	  
neuroesferas.	   Éstas	   están	   constituidas	   tanto	   por	   NSCs	   como	   por	   células	   progenitoras	   que	   derivan	   de	  
ellas.	  Así,	   se	  observó	  un	   incremento	  en	  el	  número	  de	  neuroesferas	  primarias	  en	   los	  animales	  P8	  de	  2	  
meses	   comparados	   con	   R1	   (Figura	   R7	   A	   y	   C)	   y	   Crl:CD1(ICR)	   (media	   ±	   EEM:	   222	   ±	   	   26	   numero	   de	  
neuroesferas	   en	   los	   CD1	   y	   669	   ±	   	   133	   	   en	   los	   P8,	   p	   <	   0,01).	   Del	   mismo	   modo,	   las	   neuroesferas	  
procedentes	  de	  P8	  de	  2	  meses,	  mostraron	  un	  tamaño	  significativamente	  mayor	  que	  las	  R1	  (Figura	  R7	  B	  y	  
C)	  y	  que	  las	  Crl:CD1	  (media	  ±	  EEM:	  156	  ±	  	  5	  µm	  en	  los	  CD1	  y	  201	  ±	  	  46	  	  en	  los	  P8,	  p	  <	  0,05).	  Este	  fenotipo	  
in	   vitro	   refleja	   la	   presencia	   de	   un	  mayor	   número	   de	   células	  madre	   en	   el	   animal	   in	   vivo	   (número	   de	  
neuroesferas	   primarias)	   así	   como	   una	   mayor	   actividad	   proliferativa	   (tamaño	   de	   las	   neuroesferas	  
primarias)	  en	  los	  P8	  de	  2	  meses	  frente	  a	  las	  cepas	  control.	  El	  factor	  “edad”,	  analizado	  estadísticamente	  
mediante	   ANOVA	   tanto	   para	   el	   número	   (F(5,20)	   =	   61)	   como	   para	   el	   diámetro	   (F(3,11)	   =	   215).	   de	   las	  
neuroesferas,	  mostró	  un	  efecto	  significativo	  tanto	  en	  la	  cepa	  P8	  como	  en	  la	  R1.	  Así,	  el	  número	  y	  tamaño	  
de	  las	  neuroesferas	  fue	  menor	  en	  los	  animales	  viejos	  respecto	  a	  los	  jóvenes.	  
Las	  alteraciones	  en	   la	  actividad	  proliferativa	  de	   las	  NSCs	  podían	  deberse	  a	  factores	  extrínsecos	  a	  ellas,	  
como	  modificaciones	  en	  las	  señales	  de	  nicho	  que	  influyen	  en	  el	  cultivo	  primario,	  a	  mecanismos	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autónomos	  de	  las	  propias	  células	  que	  se	  mantienen	  in	  vitro	  a	  lo	  largo	  de	  los	  pases	  o	  a	  una	  combinación	  
de	  ambos	  factores.	  Para	  esclarecer	  el	  motivo	  del	   incremento	  en	   la	  proliferación	  de	   las	  NSCs	  de	   los	  P8	  
jóvenes	  y	  si	  el	  efecto	  se	  perpetuaba	   in	  vitro,	   los	  cultivos	  de	  neuroesferas	  de	   los	  P8	  y	  R1	  se	  pasaron	  3	  
veces.	   De	   este	   modo,	   se	   observó	   que	   los	   animales	   P8	   de	   2	   meses	   generaron	   un	   mayor	   número	   de	  
neuroesferas	  secundarias	  (Figura	  R8	  A	  y	  C),	  que	  eran	  de	  mayor	  tamaño	  que	  las	  neuroesferas	  de	  cultivos	  
de	  animales	  R1	  de	  las	  misma	  edad	  (Figura	  R8	  B	  y	  D).	  
El	  índice	  clonogénico	  de	  las	  células	  P8	  fue	  2,3	  veces	  mayor	  que	  el	  de	  las	  células	  R1	  (media	  ±	  EEM:	  3	  %	  ±	  
0,3	  	  en	  R1	  frente	  a	  7	  %	  ±	  0,6	  	  en	  P8,	  p	  <	  0,001,	  n	  =	  10).	  De	  forma	  concordante	  con	  estos	  datos,	  se	  observó	  
que	  el	  porcentaje	  de	  células	  que	  incorporaron	  BrdU	  fue	  más	  alto	  en	  las	  neuroesferas	  P8	  frente	  a	  las	  R1	  	  
Figura	  R7.	  Los	  cultivos	  primarios	  de	  NSCs	  de	  SVZ	  de	  animales	  P8	  jóvenes	  muestran	  una	  mayor	  proliferación	  
que	  los	  R1	  de	  la	  misma	  edad.	  (A)	  Cuantificación	  del	  número	  de	  neuroesferas	  primarias	  generadas	  tras	  7	  div	  por	  
cada	  SVZ	  (1	  único	  hemisferio)	  de	  animales	  R1	  y	  P8.	  	  Se	  observa	  un	  mayor	  número	  de	  neuroesferas	  primarias	  en	  
los	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  frente	  a	  su	  cepa	  control	  R1	  (*	  p	  <	  0,05).	  Ambas	  cepas	  presentan	  una	  disminución	  del	  
número	  de	  neuroesferas	  con	  la	  edad	  (P8,	  #	  p	  <	  0,05;	  R1,	  Δ	  p	  <	  0,05).	  (B)	  Análisis	  cuantitativo	  de	  la	  medida	  de	  los	  
diámetros	  de	  las	  neuroesferas	  primarias	  de	  R1	  y	  P8	  a	  distintas	  edades.	  Los	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  muestran	  un	  
mayor	   diámetro	   en	   sus	   neuroesferas	   primarias	   en	   comparación	   con	   los	   R1	   (*	   p	   <	   0,05).	   Nuevamente,	   este	  
incremento,	  se	  pierde	  durante	  el	  envejecimiento	  no	  sólo	  en	  los	  animales	  P8	  (#	  p	  <	  0,05)	  si	  no	  también	  en	  los	  R1	  
(Δ	  p	  <	  0,05).	  (C)	  Imágenes	  representativas	  de	  las	  neuroesferas	  primarias	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  2	  meses	  de	  edad	  
tras	  7	  div.	  Los	  datos	  se	  muestran	  como	  la	  media	  ±	  E.E.M.	  n	  ≥	  3.	  Barra	  calibradora	  en	  C,	  100	  μm.	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(Figura	  R8	  D,	  p	  <	  0,01,	  n	  =	  3).	  Además,	  se	  detectó	  un	  aumento	  significativo	  en	  la	  expresión	  del	  gen	  Ccnd1	  
que	  codifica	  para	  la	  proteína	  CICLINA	  D1	  (media	  de	  expresión	  relativa	  ±	  EEM:	  1,1	  ±	  0,2	  	  en	  neuroesferas	  
R1	  frente	  a	  2,3	  ±	  0,3	  	  en	  neuroesferas	  P8,	  p	  <	  0,05,	  n	  =	  3).	  	  
En	  cuanto	  a	  la	  actividad	  proliferativa	  de	  las	  neuroesferas	  secundarias	  de	  R1	  y	  P8	  a	  los	  10	  meses,	  no	  se	  
observaron	  diferencias	  significativas	  (Figura	  R8	  B).	  Así,	  los	  datos	  in	  vitro	  sugieren	  un	  papel	  importante	  de	  
los	  mecanismos	  autónomos	  de	  las	  NSCs	  en	  el	  incremento	  de	  su	  actividad	  proliferativa	  en	  los	  P8	  jóvenes.	  	  
	  
Figura	  R8.	  Los	  cultivos	  de	  NSCs	  de	  SVZ	  de	  animales	  P8	  jóvenes	  muestran	  una	  mayor	  proliferación	  que	  los	  R1	  a	  
lo	   largo	   de	   los	   pases.	   (A)	   Cuantificación	   del	   número	   de	   neuroesferas	   secundarias	   generadas	   tras	   7	   div	   de	  
animales	  R1	  y	  P8.	  	  Las	  células	  se	  sembraron	  a	  una	  concentración	  de	  12.500	  células/ml.	  Se	  observa	  un	  incremento	  
en	   la	   capacidad	  de	   esferogénica	  de	   los	   animales	   P8	  de	  2	  meses	   frente	   a	   su	   cepa	   control	   R1	   (**	  p	   <	   0,01).	   (B)	  
Análisis	  cuantitativo	  de	  la	  medida	  de	  los	  diámetros	  de	  las	  neuroesferas	  secundarias	  de	  R1	  y	  P8	  a	  los	  2	  y	  10	  meses	  
de	  edad.	  Los	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  muestran	  una	  mayor	  capacidad	  de	  proliferación	  en	  comparación	  con	  los	  R1	  
de	  la	  misma	  edad	  (**p	  <	  0,01).	  (C)	  Imágenes	  representativas	  de	  las	  neuroesferas	  secundarias	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  
de	  2	  meses	  de	  edad	  tras	  7	  div.	  (D)	  Análisis	  mediante	  inmunofluorescencia	  de	  la	  incorporación	  de	  BrdU	  (verde)	  en	  
neuroesferas	  secundarias	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  2	  meses	  de	  edad.	  Se	  observa	  un	  incremento	  significativo	  de	  la	  
actividad	  proliferativa	  de	   los	  animales	  P8	  frente	  a	   los	  R1.	  Los	  datos	  se	  muestran	  como	  la	  media	  ±	  E.E.M.	  n	  ≥	  5.	  
Barra	  calibradora	  en	  C	  y	  D,	  100	  μm	  y	  20	  μm	  respectivamente.	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2.5.	   Análisis	   de	   los	   mecanismos	   autónomos	   implicados	   en	   el	   aumento	   de	   la	  
proliferación	  y	   la	   formación	  de	  esferas	  en	   los	  cultivos	  de	  NSCs	  de	  animales	  P8	  
jóvenes	  
Los	  mecanismos	  autónomos	  de	  las	  células	  que	  inducen	  su	  proliferación	  pueden	  referirse	  bien	  a	  sistemas	  
de	  señalización	  autocrina	  o	  paracrina	  de	  las	  NSCs,	  de	  forma	  que	  secreten	  moléculas	  de	  señalización	  que	  
les	  afecten	  sólo	  a	  ellas	  o	  también	  a	  las	  células	  circundantes,	  o	  bien	  a	  cambios	  intrínsecos	  de	  las	  NSCs	  que	  
conduzcan	  a	  un	  incremento	  en	  la	  progresión	  de	  su	  ciclo	  celular.	  	  	  
	  
2.5.1.	   Las	   neuroesferas	   P8	   secretan	   factores	   solubles	   que	   incrementan	   la	   actividad	   de	   las	  
NSCs	  
Para	  analizar	  los	  posibles	  mecanismos	  autocrinos	  o	  paracrinos	  de	  las	  NSCs,	  el	  medio	  condicionado	  (MC)	  
de	  neuroesferas	  P8	  de	  2	  meses	  se	  empleó	  para	  tratar	  neuroesferas	  R1	  de	  la	  misma	  edad	  y	  viceversa.	  	  	  
Curiosamente	  se	  observó	  cómo	  el	  MC-­‐P8	  aumentó	  el	  número	  de	  neuroesferas	  R1	  mientras	  que	  el	  MC-­‐
R1	  no	  produjo	  ningún	  efecto	  significativo	  	  en	  el	  número	  de	  neuroesferas	  P8	  (Figura	  R9	  A).	  El	  diámetro	  de	  
las	  neuroesferas	  R1	  crecidas	  en	  MC-­‐P8	  se	  mantuvo	  constante	  mientras	  que	  las	  propias	  neuroesferas	  P8	  
tratadas	  con	  su	  MC	  incrementaron	  su	  diámetro	  (Figura	  R9	  B).	  Estos	  datos	  apuntan	  a	  la	  secreción	  de	  un	  
factor	   soluble	   por	   parte	   de	   las	   neuroesferas	   P8	   que	   incrementa	   la	   formación	   de	   esferas.	   La	  
concentración	   de	   dicho	   factor	   en	   el	   MC	   no	   sería	   suficiente	   para	   incrementar	   el	   diámetro	   de	   las	  
neuroesferas	  R1.	  
	  
Figura	  R9.	  Las	  neuroesferas	  P8	  secretan	  factores	  solubles	  pro-­‐proliferativos.	  (A)	  Cuantificación	  del	  número	  de	  
neuroesferas	   de	   ambas	   cepas	   tras	   7div	   en	   presencia	   de	   medio	   condicionado	   (MC)	   procedente	   tanto	   de	  
neuroesferas	   R1	   como	   de	   neuroesferas	   P8.	   Las	   células	   R1	   crecidas	   en	   presencia	   del	   MC	   de	   neuroesferas	   P8	  
muestran	   una	   mayor	   capacidad	   esferogénica	   en	   comparación	   con	   las	   crecidas	   en	   MC	   de	   neuroesferas	   R1	  
(*p	  <	  0,05).	   (B)	   Medida	   del	   diámetro	   de	   las	   neuroesferas	   de	   ambas	   cepas	   tras	   7div	   en	   presencia	   de	   medio	  
condicionado.	   Las	  neuroesferas	  de	   animales	   P8	  presentan	  una	  mayor	   tasa	  de	  proliferación	  en	  presencia	  de	   su	  
propio	  medio	  conticionado	  (MC	  P8)	  en	  comparación	  con	  las	  neuroesferas	  P8	  crecidas	  en	  medio	  R1	  (MC	  R1).	  Los	  
datos	  se	  muestran	  como	  la	  media	  ±	  E.E.M.	  n	  ≥	  7.	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2.5.2.	  El	  péptido	  Aβ	  como	  posible	  factor	  secretado	  por	  las	  NSCs	  de	  los	  P8	  jóvenes	  
Teniendo	   en	   cuenta	   que	   los	   animales	   SAMP8	   sobreexpresan	   la	   proteína	   precursora	   de	   amiloide	   beta	  
(APP)	  (Kumar	  et	  al.,	  2000;	  Morley	  et	  al.,	  2000;	  Nomura	  et	  al.,	  1996)	  y	  que	  el	  péptido	  Aβ	  (1-­‐42)	  aumenta	  
la	  proliferación	  de	   las	  neuroesferas	  de	   la	  SVZ	   in	  vitro	   (Heo	  et	  al.,	  2007;	  Sotthibundhu	  et	  al.,	  2009),	   se	  
planteó	  la	  posibilidad	  de	  que	  las	  neuroesferas	  P8	  pudieran	  liberar	  Aβ	  al	  medio,	  incrementando	  de	  esta	  
forma	  la	  actividad	  proliferativa	  de	  las	  células.	  Debido	  a	  que	  el	  péptido	  Aβ	  es	  un	  derivado	  proteolítico	  de	  
APP	   generado	   mediante	   la	   actividad	   de	   la	   gamma	   secretasa	   presenilina	   1,	   se	   realizó	   una	   primera	  
aproximación	   a	   la	   hipótesis	   determinando	   los	   niveles	   de	   expresión	   de	   App	   y	   Psen1	   en	   neuroesferas	  
secundarias	  R1	  y	  P8	  por	  RT-­‐qPCR.	  Se	  observó	  un	  incremento	  significativo	  en	  la	  expresión	  de	  App	  en	  las	  
neuroesferas	  P8	  comparadas	  con	  las	  R1	  (Figura	  R10	  A)	  mientras	  que	  los	  niveles	  de	  expresión	  del	  mRNA	  
de	  Psen1	  fueron	  comparables	  en	  ambas	  cepas.	  	  
A	  continuación,	  se	  llevó	  a	  acabo	  la	  inmunodepleción	  in	  vitro	  de	  Aβ	  en	  células	  P8	  	  mediante	  la	  adición	  del	  
anticuerpo	  4G8,	  que	  fue	  generado	  contra	  los	  residuos	  del	  17	  al	  24	  de	  Aβ	  y	  que	  reconoce	  así	  las	  	  
	  
	  
(C)	  Medida	  del	  diámetro	  de	  las	  neuroesferas	  de	  ambas	  cepas	  tras	  la	  inmunodepleción	  de	  Aβ.	  Las	  neuroesferas	  P8	  
disminuyen	  su	  diámetro	  en	  ausencia	  del	  péptido	  en	  comparación	  con	  las	  condiciones	  control	  (**	  p	  <	  0,01),	  mientras	  
que	  las	  neuroesferas	  R1	  mantienen	  su	  tasa	  proliferativa.	  (D)	   Imagen	  representativa	  de	  las	  neuroesferas	  R1	  y	  P8	  en	  
presencia	  de	  los	  anticuerpos	  control	  anti-­‐IgG	  y	  anti-­‐BrdU	  así	  como	  en	  presencia	  del	  anticuerpo	  anti-­‐Aβ.	  Los	  datos	  se	  
muestran	  como	  la	  media	  ±	  E.E.M.	  n	  ≥	  7.	  Barra	  calibradora	  en	  D,	  50	  μm.	  
Figura	   R10.	   El	   péptido	   Aβ	  
como	   posible	   molécula	   pro-­‐
proliferativa	   y	   pro-­‐
esferogénica	   secretada	   por	  
animales	   P8	   de	   2	   meses.	   (A)	  
Expresión	  relativa	  media	  de	   los	  
genes	   App	   y	   Psen1	   en	  
neuroesferas	   de	   2	   meses	   de	  
animales	   R1	   y	   P8.	   Las	  
neuroesferas	   procedentes	   de	  
animales	   P8	   muestran	   un	  
incremento	   en	   la	   expresión	   de	  
mRNA	   de	  App	   en	   comparación	  
con	   la	   cepa	   control	   R1(***	  p	  <	  
0,001).	   (B)	  Análisis	   cuantitativo	  
del	  número	  de	  neuroesferas	  R1	  
y	   P8	   de	   2	   meses	   tras	   la	  
inmunodepleción	   de	   Aβ.	   Se	  
observa	   un	   menor	   número	   de	  
neuroesferas	   P8	   en	   ausencia	  
del	   péptido	   en	   comparación	  
con	   las	   condiciones	   control	  
(anticuerpo	   anti-­‐IgG	   y	   anti-­‐
BrdU)	  (**	  p	  <	  0,01).	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isoformas	  Aβ	   (1-­‐42),	  Aβ	   (1-­‐40)	   y	   la	  proteína	  precursora	  APP,	  pero	  no	  otros	  derivados	  proteolíticos	  de	  
APP	   como	   sαAPP	   o	   sβAPP.	   Como	   condiciones	   control,	   se	   emplearon	   anticuerpos	   contra	  
inmunoglobulinas	   de	   ratón	   (αIgG)	   así	   como	   anticuerpos	   que	   reconocen	   antígenos	   no	   relacionados	  
(αBrdU).	  Como	  se	  muestra	  en	  la	  figura	  R10	  B,	  C	  y	  D,	  el	  bloqueo	  de	  Aβ	  (1-­‐42)	  y	  Aβ	  (1-­‐40)	  o	  la	  interacción	  
del	  anticuerpo	  4G8	  con	  APP,	  disminuye	  significativamente	  el	  número	  y	  tamaño	  de	  las	  neuroesferas	  P8.	  
Este	  efecto	  se	  observó	   igualmente	  en	  cultivos	  primarios	  de	  NSCs	  de	  animales	  P8	  de	  2	  meses	   tratados	  
con	  anticuerpo	  4G8	  (Figura	  R11	  A	  y	  B).	  Estos	  datos	  en	  conjunto	  indican	  que	  el	  Aβ	  (1-­‐42),	  Aβ	  (1-­‐40)	  o	  APP	  
presente	   o	   secretado	   por	   las	   células	   P8	   estimulan	   la	   capacidad	   esferogénica	   y	   proliferativa	   de	   los	  
cultivos	   de	  NSCs	   adultas.	   Teniendo	  en	   cuenta	  que	   el	  MC-­‐P8	  produce	  un	   efecto	   significativo	   sobre	   los	  
cultivos	  R1,	  los	  datos	  sugieren	  que	  el	  anticuerpo	  4G8	  inhibe	  la	  elevada	  actividad	  de	  las	  NSCs	  de	  animales	  
P8	  mediante	  el	  bloqueo	  de	  formas	  solubles	  de	  Aβ.	  
	  
2.5.3.	  Los	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  presentan	  in	  vivo	  niveles	  ligeramente	  más	  altos	  de	  Aβ	  (1-­‐
42)	  en	  la	  SVZ	  
Estudios	   previos	   muestran	   cómo	   Aβ	   (1-­‐42)	   pero	   no	   Aβ	   (1-­‐40)	   incrementa	   no	   sólo	   el	   número	   si	   no	  
también	  el	  diámetro	  de	  las	  neuroesferas	  de	  la	  SVZ	  (Sotthibundhu	  et	  al.,	  2009).	   	  Así,	  se	  llevó	  a	  cabo	  un	  
ensayo	  de	  inmunoabsorbancia	  asociado	  a	  reacción	  enzimática	  (ELISA)	  (Figura	  R12	  A)	  para	  el	  análisis	  de	  
los	  niveles	  de	  Aβ	  (1-­‐42)	  presente	  en	  el	  tejido	  de	  la	  SVZ	  y	  el	  DG	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  2	  meses.	  Se	  	  
Figura	   R11.	   La	   inmunodepleción	   del	   péptido	   Aβ	   reduce	   la	   capacidad	   esferogénica	   y	   proliferativa	   de	   los	  
cultivos	  primarios	  de	  animales	  P8	  de	  2	  meses.	  (A)	  Cuantificación	  del	  número	  de	  neuroesferas	  primarias	  depués	  
de	  7div	  en	  presencia	  de	   los	  anticuerpors	   IgG	  y	  4G8	  (anti-­‐Aβ).	  La	  actividad	  esferogénica	  de	   las	  células	  primarias	  
disminuye	  en	  presencia	  del	  anticuerpo	  4G8	  en	  comparación	  con	  los	  cultivos	  control	  (**	  p	  <	  0,01).	  (B)	  Medida	  de	  
los	  diámetros	  de	   las	   neuroesferas	  primarias	   tras	   7	  div	   en	  presencia	  de	   los	   anticuerpos	   IgG	   y	   4G8.	   La	   actividad	  
proliferativa	   de	   las	   neuroesferas	   primarias	   disminuye	   en	   presencia	   de	   4G8	   en	   comparación	   con	   los	   cultivos	  
control.	  Los	  datos	  se	  muestran	  como	  la	  media	  ±	  E.E.M.	  n	  ≥	  3.	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observó	  cómo	  los	  animales	  P8	  presentaban	  una	  tendencia	  hacia	  una	  mayor	  cantidad	  de	  Aβ	  (1-­‐42)	  en	  su	  
SVZ	   (media	   ±	  EEM:	   0,0050	   ±	  0,001	   pg/µg	   proteína	   total)	  que	   los	   animales	   R1	   (media	   ±	  EEM:	   0,0026	   ±	  
0,001	   pg/µg	   proteína	   total)	   (p	   =	   0,079,	   Figura	   R12	   B)	   a	   pesar	   de	   no	   presentar	   diferencias	  
estadísticamente	  significativas	  dada	  la	  variabilidad	  de	  las	  muestras.	  Cabe	  destacar	  que	  los	  niveles	  de	  Aβ	  
(1-­‐42)	   en	   la	   SVZ	   de	   los	   animales	   P8	   son	   significativamente	  más	   altos	   que	   los	   presentados	   por	   estos	  
animales	   en	   el	   DG	   (media	   ±	   EEM:	   0,0020	   ±	  0,0010	   pg/µg	   proteína	   total)	   (Figura	   R12	   B).	   Estos	   datos,	  
apuntan	   a	   un	   incremento	   de	   las	   cantidades	   de	   Aβ	   (1-­‐42)	   en	   la	   SVZ	   de	   los	   animales	   P8	   frente	   a	   los	  
animales	  control	  R1	  así	  como	  frente	  al	  DG	  de	  los	  propios	  P8.	  
	  
2.5.4.	  El	  péptido	  Aβ	  (1-­‐42)	  aumenta	  la	  actividad	  de	  las	  NSCs	  de	  animales	  R1	  
Con	  el	  objetivo	  de	  demostrar	   la	  hipótesis	  de	  que	  el	  Aβ	   (1-­‐42)	  soluble	   liberado	  por	   las	  células	  P8	  es	  el	  
responsable	   del	   incremento	   proliferativo	   de	   éstas,	   se	   trataron	   NSCs	   en	   cultivo	   de	   animales	   R1	   de	   2	  
meses	  con	  Aβ	  (1-­‐42)	  sintético	  murino	  (mAβ	  (1-­‐42))	  a	  concentraciones	  crecientes	  pero	  bajas	  para	  evitar	  
su	   citotoxicidad.	   Se	   observó	   un	   incremento	   en	   la	   capacidad	   clonogénica	   de	   las	   NSCs	   de	   animales	   R1	  
incluso	  a	  concentraciones	  muy	  bajas	  de	  mAβ	  (1-­‐42)	  (≥1	  ng/ml,	  que	  corresponde	  a	  ≥0,2	  nM,	  Figura	  R13	  
A)	   alcanzando	   el	   punto	  máximo	   de	   dicha	   capacidad	   en	   presencia	   de	   2	   ng/ml	   del	   péptido	   (p	   <	   0,001,	  
n	  =	  10).	  El	  incremento	  en	  el	  diámetro	  y	  por	  tanto	  en	  la	  capacidad	  proliferativa	  de	  las	  células	  en	  cultivo,	  	  
Figura	   R12.	   Los	   animales	   P8	   de	   2	   meses	   presentan	   cantidades	   más	   altas	   de	   péptido	   Aβ	   (1-­‐42)	   en	   la	   SVZ	   en	  
comparación	  con	  los	  animales	  R1	  y	  con	  el	  DG	  de	  animales	  R1	  y	  P8.	  (A)	  Esquema	  ilustrativo	  del	  sistema	  de	  detección	  
ELISA	  para	  el	  péptido	  Aβ	   (1-­‐42)	  empleado	  en	   tejido	  diseccionado	  de	  SVZ	  y	  DG	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  2	  meses	  de	  
edad.	  (B)	  Determinación	  de	  la	  concentración	  total	  de	  Aβ	  (1-­‐42)	  	  en	  la	  SVZ	  y	  DG	  de	  animales	  R1	  y	  P8.	  Los	  animales	  P8	  
presentan	  un	  incremento	  de	  2	  veces	  en	  la	  concentración	  de	  Aβ	  (1-­‐42)	  mostrada	  por	  la	  SVZ	  de	  los	  R1.	  Los	  animales	  P8	  
muestran	  concentraciones	  significativamente	  menores	  a	   las	  de	   la	  SVZ	  en	  el	  DG	   (*	  p	  <	  0,05).	   Los	  datos	  se	  muestran	  
como	  la	  media	  ±	  E.E.M.	  n	  ≥	  5.	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se	  observó	  a	  concentraciones	  mayores	  (≥2	  ng/ml,	  Figura	  R13	  B)	  con	  un	  valor	  de	  proliferación	  máximo	  a	  
los	   25	   ng/ml	   del	   péptido	  mAβ	   (1-­‐42)	   (p	   <	   0,001,	   n	   =	   10).	   Concentraciones	   ≥50	  ng/ml	   no	  presentaron	  
efecto	   en	   el	   número	   de	   neuroesferas	   pero	   continuaron	   incrementando	   el	   diámetro	   de	   las	   mismas	  
(Figura	  R13	  A	  y	  B).	  	  
Dado	  que	  2	  ng/ml	  fue	  la	  concentración	  mínima	  del	  péptido	  mAβ	  (1-­‐42)	  donde	  se	  observó	  	  efecto	  tanto	  
en	   formación	   de	   neuroesferas	   como	   en	   proliferación,	   fue	   dicha	   concentración	   la	   empleada	   en	   los	  
análisis	  posteriores.	  Así,	  se	  trataron	  neuroesferas	  secundarias	  de	  animales	  R1	  de	  2	  meses	  seguidas	  de	  un	  
pulso	  de	  BrdU	  y	  se	  observó	  un	  incremento	  de	  2,8	  veces	  en	  el	  porcentaje	  de	  células	  que	  incorporaron	  el	  	  
Figura	  R13.	  El	  péptido	  Aβ	  (1-­‐42)	  aumenta	  la	  actividad	  de	  las	  neuroesferas	  R1.	  (A)	  Cuantificación	  del	  número	  
de	  neuroesferas	   generadas	   a	   los	   7	   div	   creciendo	   tanto	   en	  medio	   control	   como	  en	  medio	   con	   concentraciones	  
crecientes	  de	  mAβ	  (1-­‐42).	  Las	  células	  R1	  sembradas	  en	  presencia	  de	  1,	  2	  o	  25	  ng/ml	  de	  mAβ	  (1-­‐42)	  muestran	  una	  
mayor	  actividad	  esferogénica	  en	  comparación	  con	   las	   células	   sin	   tratar	   (*	  p	  <	  0,05;	  ***	  p	  <	  0,001;	  **	  p	  <	  0,01	  
respectivamente).	   Este	   incremento	   en	   la	   actividad,	   alcanza	   su	   pico	   máximo	   a	   la	   concentración	   de	   2	   ng/ml	  	  
(***	  p	  <	   0,001).	   (B)	   Medida	   de	   los	   diámetros	   de	   las	   esferas	   R1	   de	   2	   meses	   tratadas	   con	   concentraciones	  
crecientes	  del	  péptido	  mAβ	  (1-­‐42).	  Las	  neuroesferas	  R1	  incrementan	  su	  diámetro	  a	  partir	  de	  concentraciones	  del	  
péptido	  ≥	  2	  ng/ml	  (**	  p	  <	  0,01).	  (C)	  Análisis	  mediante	  inmunofluorescencia	  de	  la	  incorporación	  de	  BrdU	  (verde)	  
en	  neuroesferas	  secundarias	  de	  animales	  R1	  crecidas	  en	  medio	  control	  o	  en	  medio	  en	  presencia	  de	  mAβ	  (1-­‐42)	  
(2	  ng/ml).	   Las	   neuroesferas	   R1	   incrementan	   el	   porcentaje	   de	   células	   que	   incorporan	   BrdU	   en	   presencia	   del	  
péptido	  (*	  p	  <	  0,05).	  La	  tinción	  nuclear	  DAPI	  se	  muestra	  en	  azul.	  Los	  datos	  se	  muestran	  como	  la	  media	  ±	  E.E.M.	  n	  
≥	  4.	  Barra	  calibradora	  en	  C,	  10	  μm. 
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análogo	  (p	  <	  0,05,	  Figura	  R13	  C)	  y	  de	  1,3	  veces	  en	  el	  diámetro	  en	  comparación	  con	   las	  células	  control	  
(p	  <	  0,05,	  n	  =	  10).	  	  
Para	  confirmar	  la	  especificidad	  del	  péptido	  mAβ	  (1-­‐42)	  a	  2	  ng/ml	  en	  la	  inducción	  de	  la	  proliferación,	  se	  
empleó	  el	  péptido	  sintético	  humano	  reverso	  Aβ	  (42-­‐1)	  a	  la	  misma	  concentración,	  sin	  observarse	  ningún	  
efecto	   ni	   en	   formación	   de	   neuroesferas	   ni	   en	   proliferación	   (Figura	   R14	   A	   y	   B).	   Adicionalmente	   se	  
comprobó	  el	  estado	  de	  agregación	  del	  péptido,	  que	  fue	  mayoritariamente	  monomérico	  aunque	  también	  
se	  observó	  una	  cantidad	  minoritaria	  de	  péptido	  en	  estado	  dimérico	  (Figura	  R14	  C).	  	  
Estos	   datos	   demuestran	   que	   la	   presencia	   de	   mAβ	   (1-­‐42)	   a	   concentraciones	   bajas	   (2	   ng/ml)	   y,	  
principalmente	   en	   estado	  monomérico,	   incrementa	   la	   capacidad	   esferogénica	   de	   las	   células	   R1	   de	   2	  
meses	  así	  como	  su	  proliferación.	  
	  
2.6.	   La	   inhibición	   de	   la	   vía	   de	   señalización	   PI3K/AKT	   en	   las	   NSCs	   de	   la	   SVZ	  
bloquea	  la	  actividad	  de	  Aβ	  (1-­‐42)	  
Con	  el	  objetivo	  de	  caracterizar	  la	  vía	  de	  señalización	  implicada	  en	  el	  efecto	  esferogénico	  y	  proliferativo	  	  
Figura	  R14.	  El	  efecto	  esferogénico	  y	  pro-­‐proliferativo	  es	  específico	  del	  péptido	  Aβ	  (1-­‐42).	  (A)	  Cuantificación	  del	  
número	  de	  neuroesferas	  R1	  generadas	  a	  los	  7	  div	  creciendo	  en	  medio	  control,	  en	  medio	  con	  2	  ng/ml	  de	  Aβ	  (1-­‐42)	  o	  
en	   medio	   con	   el	   péptido	   reverso	   Aβ	   (42-­‐1)	   empleado	   como	   control	   de	   especificidad.	   La	   actividad	   esferogénica	  
aumenta	  en	  presencia	  del	  péptido	  Aβ	   (1-­‐42)	   (**	  p	  <	  0,01)	  pero	  no	  en	  presencia	  del	  péptido	   reverso.	   (B)	  Medida	  
cuantitativa	  del	  diámetro	  de	  las	  neuroesferas	  R1	  de	  2	  meses	  tras	  7	  div	  en	  presencia	  de	  2	  ng/ml	  de	  Aβ	  (1-­‐42)	  o	  en	  
presencia	   del	   péptido	   reverso	   a	   la	   misma	   concentración.	   Las	   neuroesferas	   R1	   incrementan	   su	   diámetro	   en	  
presencia	  de	  Aβ	  (1-­‐42)	  (*	  p	  <	  0,05)	  pero	  no	  en	  presencia	  de	  Aβ	  (42-­‐1).	  (C)	  Detección	  por	  Western	  Blot	  (mediante	  el	  
uso	  del	  anticuerpo	  4G8)	  y	  análisis	  por	  tinción	  de	  Coomassie	  del	  estado	  de	  agregación	  de	  los	  péptidos	  Aβ	  (1-­‐42)	  y	  Aβ	  
(42-­‐1).	  Los	  monómeros	  representan	  la	  conformación	  mayoritaria	  de	  la	  preparación.	  Los	  datos	  se	  muestran	  como	  la	  
media	  ±	  E.E.M.	  n	  ≥	  4.	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  Figura	  R15.	   La	   inhibición	  de	   la	  vía	  de	  señalización	  PI3K/AKT	  en	   las	  NSCs	  de	   la	  SVZ	  bloquea	   la	  actividad	  del	  
péptido	  Aβ	   (1-­‐42).	   (A)	  Cuantificación	  del	  número	  de	  neuroesferas	  R1	  en	  presencia	  y	  ausencia	  del	   inhibidor	  de	  
PI3K,	  LY29002,	  a	  diferentes	  concentraciones	  en	  presencia	  y	  ausencia	  de	  2	  ng/ml	  de	  mAβ	  (1-­‐42).	  La	  presencia	  de	  
10	  μM	  del	   inhibidor,	  reduce	   la	  actividad	  esferogénica	  de	   las	  neuroesferas	  tratadas	  con	  mAβ	  (1-­‐42)	  a	   los	  niveles	  
control	   (**	  p	  <	  0,01).	   	  El	   inhibidor	  de	  MEK	  no	  bloquea	  el	  efecto	  de	  mAβ	  (1-­‐42).	   (B)	  Medida	  cuantitativa	  de	   los	  
diámetros	  de	  las	   	  neuroesferas	  tras	  el	  tratamiento	  con	  el	   inhibidor	  de	  PI3K.	  Las	  neuroesferas	  tratadas	  con	  mAβ	  
(1-­‐42)	  en	  presencia	  de	  10	  μM	  del	  inhibidor,	  muestran	  un	  diámetro	  disminuido	  frente	  a	  sus	  controles	  (*	  p	  <	  0,05).	  
(C)	  Imágenes	  representativas	  de	  las	  neuroesferas	  de	  animales	  R1	  de	  2	  meses	  en	  presencia	  y	  ausencia	  de	  mAβ	  (1-­‐
2)	   y	   del	   inhibidor	  de	  PI3K.	   (D)	  Análisis	   inmunocitoquímico	  del	   área	  ocupada	  por	   P-­‐AKT	   (Thr308)	   (verde)	   en	   las	  
neuroesferas	  R1	  de	  2	  meses	  crecidas	  en	  presencia	  y	  ausencia	  de	  Aβ	  (1-­‐42).	  Las	  neuroesferas	  tratadas	  con	  Aβ	  (1-­‐
42)	  muestran	  un	  mayor	  nivel	  de	   fosforilación	  de	  AKT	   (*	  p	  <	  0,05)	  en	  comparación	  con	   los	  controles.	   La	   tinción	  
nuclear	  DAPI	  se	  muestra	  en	  azul.	  Los	  datos	  se	  muestran	  como	  la	  media	  ±	  E.E.M.	  n	  ≥	  4.	  Barra	  calibradora,	  10	  μm. 
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del	  péptido	  mAβ	  (1-­‐42),	  se	  analizó	  la	  vía	  PI3K/Akt	  como	  posible	  candidata,	  dado	  que	  existen	  evidencias	  
cada	  vez	  mayores	  que	  sugieren	  que	  dicha	  vía	  está	  implicada	  en	  la	  señalización	  de	  los	  oligómeros	  de	  Aβ	  y	  
se	   encuentra	   alterada	   en	   el	   cerebro	   de	   pacientes	   de	   la	   Enfermedad	   Alzheimer	   (Griffin	   et	   al.,	   2005;	  
Jimenez	  et	  al.,	  2011;	  Zhao	  et	  al.,	  2008).	  Además,	  se	  ha	  descrito	  que	  el	  péptido	  Aβ	  induce	  estrés	  oxidativo	  
en	  los	  animales	  P8	  (Takagane	  et	  al.,	  2015)	  y	  que	  los	  niveles	  de	  ROS	  se	  ven	  incrementados	  en	  presencia	  
del	  péptido	  Aβ	  (Glabe,	  2001).	  Adicionalmente	  se	  ha	  descrito	  que	  las	  especies	  reactivas	  de	  oxígeno	  (ROS)	  
inducen	  la	  proliferación	  de	  las	  NSCs	  de	  la	  SVZ	  a	  través	  de	  la	  vía	  PI3K/Akt	  (Le	  Belle	  et	  al.,	  2011).	  Se	  analizó	  
pues	  si	  la	  señalización	  a	  través	  de	  la	  vía	  PI3K	  es	  necesaria	  para	  el	  efecto	  de	  Aβ	  (1-­‐42)	  sobre	  los	  cultivos	  
de	  SVZ	  de	  animales	  R1	  de	  2	  meses.	  	  
Se	  observó	  que	  concentraciones	  no	  tóxicas	  del	  inhibidor	  de	  PI3K	  LY294002	  (10µM)	  bloqueaban	  el	  efecto	  
esferogénico	   del	   mAβ	   (1-­‐42)	   dado	   que	   el	   número	   de	   neuroesferas	   disminuyó	   hasta	   los	   niveles	  
mostrados	  por	  cultivos	  control	  sin	  tratar	  con	  mAβ	  (1-­‐42)	   (Figura	  R15	  A).	  Concentraciones	  mayores	  del	  
inhibidor	  LY294002	  (20µM)	  disminuyeron	  la	  formación	  de	  esferas	  incluso	  en	  cultivos	  control,	  reforzando	  
la	  idea	  de	  que	  la	  vía	  de	  señalización	  PI3K/Akt	  es	  esencial	  en	  el	  control	  de	  la	  actividad	  de	  las	  NSCs.	  Por	  el	  
contrario,	  la	  inhibición	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  de	  ERK	  mediante	  el	  uso	  del	  inhibidor	  de	  MEK	  (U0126)	  no	  
suprimió	  la	  actividad	  esferogénica	  inducida	  por	  mAβ	  (1-­‐42)	  (Figura	  R15	  A)	  y	  aumentó	  dicha	  actividad	  en	  
los	  cultivos	  control	  que	  no	  habían	  sido	  tratados	  con	  el	  péptido.	  La	  inhibición	  de	  la	  vía	  de	  PI3K	  también	  
bloqueó	  el	  efecto	  proliferativo	  de	  mAβ	  (1-­‐42)	  (Figura	  R15	  B	  y	  C).	  	  
Teniendo	  en	  cuenta	  que	   la	  activación	  de	   la	  vía	  de	  PI3K	   induce	   la	  translocación	  de	  AKT	  a	   la	  membrana	  
plasmática	  donde	  se	   fosforila	  en	  el	   residuo	  Thr308,	   se	   realizó	  una	   inmunotinción	  para	  P-­‐AKT	   (Thr308)	  
sobre	  células	  R1	  tratadas	  con	  2	  ng/ml	  de	  mAβ	  (1-­‐42).	  Como	  se	  observa	  en	  la	  figura	  R15	  D,	  los	  niveles	  de	  
P-­‐AKT	  en	  dichas	  células	  se	  incrementaron	  en	  presencia	  del	  péptido	  sintético	  indicando	  que	  el	  efecto	  del	  
péptido	  en	  NSCs	  en	  cultivo	  está	  mediado	  por	  la	  vía	  de	  señalización	  PI3K	  (p	  <	  0,05,	  n	  =	  3).	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CAPÍTULO 3 
Caracterización de la actividad de las Células Madre 
Neurales en el Giro Dentado del Hipocampo de las cepas 
de ratón SAMP8 y SAMR1. 
 
	  
Dado	  que	  el	  hipocampo	  es	  una	  de	   las	  primeras	   regiones	  que	  presenta	   síntomas	  patológicos	  de	   la	  EA,	  
resulta	   especialmente	   interesante	   la	   caracterización	   de	   la	   actividad	   de	   sus	   NSCs	   a	   lo	   largo	   de	   la	  
progresión	   de	   la	   enfermedad	   y	   especialmente	   a	   edades	   tempranas,	   previas	   a	   la	   aparición	   de	   los	  
síntomas.	   Este	   estudio	   podría	   arrojar	   luz	   sobre	   la	   posible	   implicación	   de	   la	   neurogénesis	   en	   la	   EA	   así	  
como	  sobre	  su	  afectación	  durante	  la	  enfermedad.	  
	  
3.1.	  La	  actividad	  proliferativa	  en	  la	  SGZ	  de	  animales	  P8	  y	  R1	  disminuye	  durante	  el	  
envejecimiento	  
En	  base	  a	  los	  resultados	  obtenidos	  en	  el	  análisis	  de	  la	  SVZ,	  se	  caracterizó	  la	  actividad	  proliferativa	  en	  la	  
SGZ	   del	   giro	   dentado	   del	   hipocampo	   de	   los	   animales	   P8	   a	   distintas	   edades	   para	   establecer	   posibles	  
similitudes	  o	  diferencias	  en	  la	  regulación	  de	  las	  células	  madre	  de	  ambos	  nichos.	  Para	  ello,	  se	  administró	  
BrdU	  a	  animales	  de	  diferentes	  edades	  en	  el	  mismo	  régimen	  empleado	  para	  el	  estudio	  proliferativo	  de	  la	  
SVZ,	  basado	  en	   la	   inyección	  de	  BrdU	  cada	  2	  horas	  hasta	  un	  total	  de	  3	   inyecciones	  (3	  x	  2	  horas)	  y,	  una	  
hora	  después	  de	  la	  última	  inyección,	  se	  procedió	  al	  sacrificio	  de	  los	  animales	  (Figura	  R16	  A).	  	  
El	  análisis	  estadístico	  realizado	  mediante	  ANOVA	  de	  dos	  vías	  (edad	  y	  cepa)	  mostró	  una	  disminución	  del	  
número	  de	  células	  BrdU+	  asociado	  a	  la	  edad	  en	  ambas	  cepas	  (F4,49	  =	  50,78,	  p	  <	  0,001).	  Adicionalmente	  y	  
de	   forma	   similar,	   aunque	   previa	   en	   el	   tiempo,	   a	   lo	   observado	   en	   la	   SVZ	   (Figura	   R3	   D),	   los	   niveles	  
proliferativos	   presentados	   por	   los	   animales	   P8	   se	   situaron	   por	   debajo	   de	   los	   niveles	   control	   a	   los	   6	  
meses	  de	  edad	  (Figura	  R16	  B	  y	  C).	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3.2.	  Los	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  presentan	  un	  menor	  número	  de	  NSCs	  radiales	  y	  
células	   SOX2+	   no	   radiales	   en	   la	   SGZ,	   pero	   ambas	   poblaciones	   son	  
proliferativamente	  más	  activas	  que	  en	  la	  cepa	  control	  
En	   la	   SGZ	   existen	   diversas	   poblaciones	   celulares	   con	   capacidad	   proliferativa	   pertenecientes	   al	   linaje	  
neurogénico.	   Por	   ello,	   se	   llevó	   a	   cabo	   un	   estudio	   inmunohistoquímico	   de	   dichas	   poblaciones	   con	   la	  
finalidad	  de	  describir	  posibles	  cambios	  tanto	  en	  los	  números	  de	  los	  distintos	  tipos	  de	  células	  como	  en	  su	  
capacidad	  proliferativa.	  En	  primer	  lugar,	  se	  realizó	  una	  inmunofluorescencia	  contra	  el	  factor	  de	  	  
	  
Figura	   R16.	   La	   actividad	   proliferativa	   de	   la	   SGZ	   de	   animales	   R1	   y	   P8	   disminuye	   con	   la	   edad.	   (A)	   Diagrama	  
representativo	   del	   régimen	   de	   BrdU	   administrado	   a	   los	   animales.	   El	   análogo	   se	   inyectó	   (50mg/kg	   de	   peso	   de	  
animal)	   tres	   veces	   cada	   2	   horas,	   y	   una	   hora	   después	   del	   último	   pinchazo,	   se	   sacrificaron	   los	   animales	   para	   su	  
posterior	  análisis	  inmunohistoquímico.	  (B)	  Análisis	  cuantitativo	  del	  número	  de	  células	  BrdU+	  en	  la	  SGZ	  de	  animales	  
R1	  y	  P8	  de	  	  entre	  1	  y	  14	  meses	  de	  edad.	  Tanto	  los	  animales	  R1	  como	  P8	  muestran	  una	  disminución	  significativa	  del	  
número	  de	  células	  BrdU+	  con	  la	  edad	  (ΔΔ	  p	  <	  0,01;	  ##	  p	  <	  0,01,	  respectivamente).	  Los	  animales	  P8	  presentan	  una	  
menor	  actividad	  proliferativa	  que	  los	  animales	  R1	  a	  los	  6	  meses	  de	  edad	  (*	  p	  <	  0,05).	  (C)	  Microfotografía	  confocal	  
coronal	  representativa	  del	  número	  de	  células	  BrdU+	  (rojo)	  en	  la	  SGZ	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  1,	  2,	  6,	  10	  y	  14	  meses	  
de	  edad.	  La	   tinción	  nuclear	  DAPI	  se	  muestra	  en	  azul.	  Los	  datos	  se	  muestran	  como	   la	  media	  ±	  E.E.M.	  n	  ≥	  4.	  Para	  
animales	  de	  2m,	  n	  ≥	  10.	  Abreviaturas:	  GCL,	  capa	  granular;	  H,	  hilus.	  Barra	  calibradora	  en	  C,	  50	  μm.	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transcripción	  SOX2,	  empleando	  tejido	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  1,	  2	  y	  6	  meses,	  para	   identificar	  tanto	   la	  
población	   de	   NSCs	   radiales	   como	   la	   población	   de	   células	   SOX2+	   no	   radiales,	   dado	   que	   ambos	   tipos	  
celulares	  conforman	  el	   inicio	  del	   linaje	  neuronal.	  El	  análisis	  estadístico	  por	  ANOVA	  de	  dos	  vías	  (edad	  y	  
cepa)	   mostró	   que	   tanto	   la	   edad,	   como	   la	   cepa,	   como	   la	   interacción	   de	   ambas	   tienen	   un	   efecto	  
significativo	  en	  el	  número	  de	  células	  SOX2+	  (F2,15	  =	  29,9,	  p	  <	  0,001;	  F2,15	  =	  27,	  p	  <	  0,001;	  F2,15	  =	  8,43,	  p	  <	  
0,05	  respectivamente).	  Se	  observó	  una	  reducción	  significativa	  con	  la	  edad	  del	  número	  de	  células	  SOX2+	  
en	  la	  SGZ	  tanto	  de	  animales	  R1	  como	  P8.	  Además,	  se	  observó	  que	  a	  los	  2	  meses	  de	  edad	  los	  animales	  P8	  
Figura	  R17.	  Los	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  presenta	  un	  menor	  número	  de	  células	  SOX2
+
	  que	  los	  R1	  a	  pesar	  de	  ser	  
estas	  más	  activas	  a	  nivel	  proliferativo	  que	  las	  de	  los	  R1.	  (A)	  Análisis	  cuantitativo	  del	  número	  de	  células	  SOX2+	  en	  la	  
SGZ	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  1,	  2	  y	  6	  meses	  de	  edad.	  Los	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  muestran	  un	  menor	  número	  de	  
células	  SOX2+	  en	  comparación	  con	  los	  R1	  (***	  p	  <	  0,001).	  Ambas	  cepas	  muestran	  una	  disminución	  significativa	  del	  
número	  de	  células	  positivas	  con	  la	  edad	  (Δ	  p	  <	  0,05	  en	  los	  R1	  ;	  #	  p	  <	  0,05	  en	  los	  P8).	  (B)	  Microfotografía	  confocal	  
coronal	  representativa	  del	  número	  de	  células	  SOX2+	  en	  la	  SGZ	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  1,	  2	  y	  6	  meses	  de	  edad.	  (C)	  
Representación	  porcentual	  del	  número	  de	  células	   	  SOX2+	  en	  proliferación	  (Ki67+)	  del	  total	  de	  la	  población	  SOX2+.	  
Los	  animales	  P8	  muestran	  un	  mayor	  porcentaje	  de	  células	  SOX2+	  en	  proliferación	  (*	  p	  <	  0,05).	  (D)	  Cuantificación	  
del	  número	  de	  células	  SOX2+	  en	  proliferación	  en	  las	  cepas	  R1	  y	  P8	  a	  los	  2	  meses	  de	  edad.	  Ambas	  cepas	  presentan	  
valores	  similares	  de	  células	  SOX2+	  Ki67+.	  Los	  datos	  se	  muestran	  como	  la	  media	  ±	  E.E.M.	  n	  ≥	  3.	  Abreviaturas:	  GCL,	  
capa	  granular;	  H,	  hilus.	  Barra	  calibradora	  en	  B,	  200	  μm.	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presentan	  una	  disminución	  estadísticamente	  significativa	  de	  la	  densidad	  de	  células	  SOX2+	  en	  la	  SGZ	  en	  
comparación	  con	  los	  animales	  R1	  de	  la	  misma	  edad	  (Figura	  R	  17	  A	  y	  B,	  p<0,001).	  	  
Adicionalmente,	   se	   combinó	   el	  marcador	   SOX2	   con	   Ki67	   para	   estudiar	   las	   células	   precursoras	   que	   se	  
encuentran	  en	  división,	  en	  cualquier	  fase	  del	  ciclo	  celular.	  Las	  células	  SOX2+	  de	  los	  P8	  resultaron	  ser	  más	  
activas	  que	   las	  de	   	   los	  R1	  ya	  que	  un	  mayor	  porcentaje	  de	  estas	  estaba	  en	  proliferación	   (Figura	  R17	  C,	  
media	  ±	  EEM:	  0,53%	  ±	  0,14%	  en	  los	  R1	  frente	  a	  1,12%	  ±	  0,18%	  en	  los	  P8,	  p<0,05).	  No	  obstante,	  dado	  que	  
el	  número	  total	  de	  células	  SOX2+	  fue	  menor,	  el	  aumento	  en	   la	  actividad	  de	  estas,	  no	  se	   tradujo	  en	  un	  
cambio	  en	  el	  número	  de	  células	  SOX2+	  Ki67+	  (Figura	  R17	  D).	  	  
Con	  el	  objetivo	  de	  esclarecer	  si	  este	  efecto	  se	  daba	  en	  la	  población	  de	  NSCs	  radiales,	  en	  la	  de	  SOX2+	  no	  
radiales	   o	   en	   ambas	   de	   forma	   simultánea,	   se	   efectuó	   una	   triple	   inmunofluorescencia	   contra	  
GFAP/SOX2/Ki67	   y	   se	   analizó	   la	   SGZ,	   teniendo	   en	   cuenta	   la	   señal	   positiva	   para	   dichos	   marcadores	  
además	  de	  criterios	  morfológicos.	  Se	  observó	  que	  el	  número	  de	  NSCs	  radiales	  disminuye	  con	  la	  edad	  en	  
ambas	  cepas,	  sin	  embargo,	  a	  los	  dos	  meses,	  los	  animales	  P8	  ya	  presentan	  una	  caída	  más	  pronunciada	  y	  
por	   tanto	  menor	  número	  de	  NSCs	  que	   los	  R1	  de	  dicha	  edad	   (Figura	  R18	  A	  y	  G,	  p<0,05).	  El	  análisis	  de	  
proliferación	  a	  los	  2	  meses	  mostró	  nuevamente	  que	  las	  NSCs	  radiales	  de	  los	  P8	  eran	  más	  activas	  a	  nivel	  
de	  proliferativo	  (Figura	  R18	  B,	  media	  ±	  EEM:	  2,33%	  ±	  0,68%	  en	  los	  R1	  frente	  a	  5,63%	  ±	  1,4%	  en	  los	  P8,	  
p<0,05)	  pero	  que	  ambas	  cepas	  presentaban	  el	  mismo	  número	  de	  NSCs	  radiales	  Ki67+	  (Figura	  R18	  C).	  Por	  
otro	   lado	   y	   en	   concordancia	   con	   estos	   datos,	   se	   observó	   una	   reducción	   significativa	   del	   número	   de	  
células	  	  SOX2+	  no	  radiales	  con	  la	  edad,	  tanto	  en	  los	  animales	  P8	  como	  en	  los	  R1.	  Además,	  los	  animales	  
P8	  de	  2	  meses	  mostraron	  un	  menor	  número	  de	  SOX2+	  no	  radiales	  que	  los	  R1	  de	  2	  meses	  (Figura	  R18	  D	  y	  
	  
	  
	  
Figura	   R18.	   Los	   animales	   P8	   de	   2	   meses	   presenta	   un	   menor	   número	   de	   células	   NSCs	   radiales	   y	   SOX2+	   no	  
radiales	  respecto	  a	  los	  R1	  a	  pesar	  de	  ser	  ambas	  poblaciones	  más	  activas	  que	  las	  de	  los	  R1.	  (A)	  Cuantificación	  del	  
número	   de	   células	   NSCs	   radiales	   (SOX2+	   GFAP+)	   en	   la	   SGZ	   de	   animales	   R1	   y	   P8	   de	   1,	   2	   y	   6	  meses	   de	   edad.	   Los	  
animales	  P8	  de	  2	  meses	  muestran	  un	  menor	  número	  de	  NSC	  radiales	  en	  comparación	  con	  los	  R1	  (*	  p	  <	  0,05).	  Ambas	  
cepas	  muestran	  una	  disminución	  significativa	  del	  número	  de	  células	  positivas	  con	  la	  edad	  (Δ	  p	  <	  0,05	  en	  los	  R1	  ;	  #	  p	  
<	  0,05	  en	  los	  P8).	  (B)	  Representación	  porcentual	  del	  número	  de	  NSCs	  radiales	  en	  proliferación	  (Ki67+)	  del	  total	  de	  
NSCs.	   Los	   animales	   P8	   muestran	   un	   mayor	   porcentaje	   de	   células	   NSCs	   en	   proliferación	   (*	   p	   <	   0,05).	   (C)	  
Cuantificación	  del	  número	  de	  NSCs	   radiales	  en	  proliferación	  en	   las	   cepas	  R1	  y	  P8	  a	   los	  2	  meses	  de	  edad.	  Ambas	  
cepas	  presentan	  valores	  similares.	  (D)	  Cuantificación	  del	  número	  de	  células	  SOX2+	  no	  radiales	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  
de	   1,	   2	   y	   6	  meses	   de	   edad.	   Los	   animales	   P8	   de	   2	  meses	   presentan	   un	  menor	   número	   de	   SOX2+	   no	   radiales	   en	  
comparación	  con	  los	  R1	  (***	  p	  <	  0,001).	  Ambas	  cepas	  muestran	  una	  disminución	  significativa	  del	  número	  de	  células	  
positivas	  con	  la	  edad	  (Δ	  p	  <	  0,05	  en	  los	  R1	  ;	  ##	  p	  <	  0,01	  en	  los	  P8).	  (E)	  Representación	  porcentual	  del	  número	  de	  
SOX2+	   no	   radiales	   en	   proliferación	   (Ki67+)	   del	   total	   de	   SOX2+	   no	   radiales.	   Los	   animales	   P8	   muestran	   un	   mayor	  
porcentaje	  de	  células	  SOX2+	  no	  radiales	  en	  proliferación	  (*	  p	  <	  0,05).	  (F)	  Análisis	  cuantitativo	  del	  número	  de	  SOX2+	  
no	  radiales	  en	  proliferación	  en	  las	  cepas	  R1	  y	  P8	  a	  los	  2	  meses	  de	  edad.	  No	  se	  observan	  diferencias	  significativas.	  (G)	  
Microfotografía	  confocal	  coronal	  representativa	  del	  número	  de	  células	  NSCs	  radiales	  y	  	  SOX2+	  no	  radiales	  en	  la	  SGZ	  
de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  	  2	  meses	  de	  edad.	  Los	  datos	  se	  muestran	  como	  la	  media	  ±	  E.E.M.	  n	  ≥	  3.	  Abreviaturas:	  GCL,	  
capa	  granular;	  SGZ,	  capa	  subgranular.	  Barra	  calibradora	  en	  G,	  100	  μm.	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G,	   p<0,001).	   Nuevamente,	   las	   células	   SOX2+	   no	   radiales	   de	   los	   animales	   P8	   volvieron	   a	   mostrarse	  
proliferativamente	  más	  activas	  (Figura	  R18	  E,	  media	  ±	  EEM:	  0,42%	  ±	  0,23%	  en	  los	  R1	  frente	  a	  0,92%	  ±	  
0,2%	  en	  los	  P8,	  p<0,05)	  pero	  ambas	  cepas	  a	  los	  2	  meses	  presentaron	  el	  mismo	  número	  de	  células	  SOX2+	  
no	  radiales	  en	  ciclo	  (Ki67+)	  (Figura	  R18	  F).	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Estos	   datos	   en	   su	   conjunto	   apuntan	   a	   una	   disminución	   prematura	   del	   número	   de	  NSCs	   radiales	   y	   de	  
progenitores	  no	  radiales	  en	  los	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  en	  comparación	  con	  los	  R1	  de	  la	  misma	  edad.	  
Sin	   embargo,	   ambas	   poblaciones	   presentan	   una	  mayor	   actividad	   proliferativa	   en	   los	   P8	   frente	   a	   sus	  
controles	  a	  esta	  edad.	  
	  
3.3.	  Estudio	  de	  la	  senescencia	  y	  la	  apoptosis	  como	  posibles	  factores	  causantes	  de	  
la	  pérdida	  de	  NSCs	  en	  la	  SGZ	  de	  los	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  
Algunos	   procesos	   celulares	   como	   la	   apoptosis	   y	   la	   senescencia	   podrían	   explicar	   la	   reducción	   de	   la	  
población	   de	   NSCs	   en	   los	   animales	   P8	   de	   2	  meses.	   Se	   analizaron	   los	   niveles	   de	   apoptosis	   (mediante	  
análisis	  cuantitativo	  del	  marcador	  Caspasa3	  activa)	  en	  la	  SGZ	  así	  como	  la	  senescencia	  (mediante	  tinción	  
contra	  β-­‐	  galactosidadasa	  asociada	  a	   senescencia	  SA-­‐β-­‐gal)	  en	   la	  misma	   región	  como	  una	  de	   las	   rutas	  
alternativas	  a	  la	  muerte	  celular	  programada.	  Así,	  se	  observó	  un	  incremento	  de	  los	  niveles	  de	  apoptosis	  
en	   la	  SGZ	  de	   los	  animales	  P8	  frente	  a	   los	  animales	  R1	  (Figura	  R19	  A).	  Dado	  el	  estado	  de	   las	  células	  en	  
apoptosis,	  no	  resultó	  posible	  colocalizar	  Caspasa3	  activa	  con	  marcadores	  definitorios	  de	  tipo	  celular.	  En	  
el	  caso	  del	  estudio	  de	  senescencia	  y	  a	  pesar	  de	  que	  se	  observaron	  células	  senescentes	  en	  la	  SGZ,	  éstas	  
células	  no	  co-­‐localizaban	  con	  el	  marcaje	  para	  el	  factor	  de	  transcripción	  SOX2	  presente	  en	  NSCs	  y	  SOX2+	  
no	   radiales	   (Figura	   R19	   B).	   Estos	   datos	   sugieren	   que	   las	   NSCs	   y/o	   células	   SOX2+	   no	   radiales	   de	   los	  
animales	  P8	  no	  entran	  en	  senescencia	  a	  los	  2	  meses	  de	  edad;	  sin	  embargo,	  existe	  un	  mayor	  número	  de	  
	  
	  
	  
	  
Figura	  R19.	  Los	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  presentan	  una	  mayor	  tasa	  de	  muerte	  por	  apoptosis.	  (A)	  Cuantificación	  
del	  número	  de	  células	  Caspasa3+	  en	  la	  SGZ	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  2	  meses	  de	  edad.	  Los	  animales	  P8	  de	  muestran	  
un	  mayor	  número	  de	  células	  Caspasa3+	  en	  comparación	  con	  los	  R1	  (*	  p	  <	  0,05).	  (B)	  Microfotografía	  coronal	  donde	  
se	  muestra	  que	  las	  células	  en	  senescencia	  (β-­‐Gal+)	  no	  colocalizan	  con	  el	  marcador	  de	  células	  indiferenciadas	  SOX2	  ni	  
en	  animales	  R1	  ni	  P8	  de	  2	  meses	  de	  edad.	  Los	  datos	  se	  muestran	  como	  la	  media	  ±	  E.E.M.	  n	  ≥	  4.	  Abreviaturas:	  GCL,	  
capa	  granular;	  SGZ,	  capa	  subgranular.	  Barra	  calibradora	  en	  B,	  10	  μm. 
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células	  apoptóticas	  en	   los	  animales	  P8	  cuyo	   fenotipo	  se	  desconoce	  y	  que	  podrían	  corresponder	  a	  una	  
mayor	   apoptosis	   de	   las	   NSCs	   y	   SOX2+	   no	   radiales,	   así	   como	   también	   a	   los	   neuroblastos	   o	   neuronas	  
inmaduras,	  o	  incluso	  a	  otros	  tipos	  celulares	  presentes	  en	  el	  DG.	  	  	  	  	  	  
	  
3.4.	  Los	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  muestran	  un	  elevado	  número	  de	  neuroblastos	  y	  
de	  neuronas	  inmaduras	  en	  la	  SGZ	  
Dado	   el	  menor	   número	   de	  NSCs	   radiales	   y	   células	   SOX2+	   no	   radiales	   en	   los	   animales	   P8	   de	   2	  meses	  
respecto	  a	  los	  R1,	  se	  estudiaron	  a	  esta	  edad	  posibles	  alteraciones	  en	  poblaciones	  más	  diferenciadas.	  Así,	  
y	  en	  contra	  de	  lo	  esperado,	  se	  observó	  que	  los	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  presentaban	  un	  mayor	  número	  
de	  células	  DCX+	  en	  comparación	  con	  los	  animales	  control	  R1	  de	  la	  misma	  edad	  (Figura	  R20	  A	  y	  D).	  	  
	  
	  
	  
	  
Figura	   R20.	   Los	   animales	   P8	   de	   2	  
meses	  muestran	  un	   elevado	  número	  
de	   neuroblastos	   y	   neuronas	  
inmaduras.	   (A)	   Cuantificación	   del	  
número	  de	  células	  DCX+	  en	   la	  SGZ	  de	  
animales	  R1	  y	  P8	  de	  2	  meses	  de	  edad.	  
Los	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  muestran	  
un	  mayor	  número	  de	  células	  DCX+	  en	  
comparación	   con	   los	   R1	   (*	   p	   <	   0,05).	  
(B)	   Análisis	   cuantitativo	   del	   número	  
de	   células	   DCX+
	  
que	   se	   encuentran	  
fuera	   de	   la	   SGZ	   (en	   los	   2	   tercios	  
externos	  de	  la	  GCL)	  en	  ambas	  cepas	  a	  
los	   2	   meses.	   Los	   animales	   P8	  
muestran	   un	   incremento	   en	   el	  
número	   de	   DCX+	   fuera	   de	   su	  
localización	   habitual	   en	   la	   SGZ	   (*	   p	   <	  
0,05).	   (C)	   Cuantificación	   del	   número	  
de	   células	   DCX+	   Calretinina+	   en	  
animales	  R1	  y	  P8	  de	  2	  meses	  de	  edad.	  
El	  número	  de	  neuronas	  en	  proceso	  de	  
maduración	   (DCX+	   Calretinina+)	   es	  
menor	  en	   los	  animales	  P8	   frente	  a	  su	  
cepa	   control	   R1	   (*	   p	   <	   0,05).	   (D)	  
Microfotografía	   confocal	   coronal	  
representativa	   del	   número	   y	  
localización	  de	  células	  DCX+	  en	   la	  SGZ	  
de	   animales	   R1	   y	   P8	   de	   2	   meses	   de	  
edad.	   Los	  datos	   se	  muestran	  como	   la	  
media	   ±	   E.E.M.	   n	   ≥	   3.	   Abreviaturas:	  
GCL,	   capa	   granular;	   SGZ,	   capa	  
subgranular.	   Barra	   calibradora	   en	   D,	  
25	  μm. 
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Además,	  se	  encontró	  una	  alteración	  en	  la	  posición	  de	  las	  células	  DCX+,	  puesto	  que	  un	  mayor	  número	  de	  
ellas	  se	  localizaban	  en	  los	  2/3	  más	  externos	  de	  la	  GCL	  en	  los	  animales	  P8	  frente	  a	  los	  R1	  (Figura	  R20	  B	  y	  
D).	  Finalmente,	  se	  combinó	  el	  análisis	  de	  las	  células	  DCX+	  con	  el	  marcaje	  de	  CALRETININA	  con	  la	  finalidad	  
de	   estudiar	   el	   número	   de	   neuronas	   inmaduras	   que	   pasan	   a	   un	   estadío	  más	  maduro	   	   y	   post	  mitótico	  
(células	   DCX+CALRETININA+).	   	   Se	   observó	   así	   que	   los	   animales	   P8	   presentaban	   un	  menor	   número	   de	  
neuronas	  inmaduras	  que	  están	  en	  fase	  de	  maduración	  (Figura	  R19	  C).	  	  
Estos	   datos	   sugieren	   que	   las	   nuevas	   neuronas	   generadas	   en	   la	   SGZ	   de	   los	   animales	   P8	   podrían	   estar	  
acumulándose	  y	  migrando	  en	  mayor	  medida	  hacia	  zonas	  más	  externas	  de	   la	  GCL,	  siendo	  incapaces	  de	  
continuar	  con	  su	  proceso	  normal	  de	  maduración.	  
	  
3.5.	  Análisis	  de	   la	  dinámica	  y	  destino	  celular	  en	   la	  SGZ	  de	   los	  animales	  P8	  de	  2	  
meses	  frente	  a	  las	  cepas	  control	  R1	  y	  C57BL6	  
Con	  el	   objetivo	  de	   caracterizar	   en	  profundidad	   las	   posibles	   diferencias	   en	   la	   dinámica	   temporal	   de	   la	  
neurogénesis	   en	   los	   animales	   P8	   de	   2	  meses,	   se	   realizó	   un	   experimento	   de	   pulso-­‐caza	   en	   el	   que	   los	  
animales	  fueron	  inyectados	  con	  BrdU	  una	  única	  vez	  y	  sacrificados	  a	  distintos	  tiempos.	  De	  este	  modo,	  y	  
como	  ya	  se	  ha	  descrito	  con	  anterioridad	  (Kemperman	  et	  al.,	  2004),	  se	  puede	  observar	  la	  progresión	  de	  
las	  células	  precursoras	  a	  lo	  largo	  del	  linaje	  neurogénico	  mediante	  el	  seguimiento	  de	  las	  células	  marcadas	  
con	  el	  análogo	  y	  la	  combinación	  de	  éste	  con	  marcadores	  específicos	  de	  cada	  estadío	  de	  diferenciación	  
celular.	  	  
	  
3.5.1.	  Estudio	  de	  la	  dinámica	  celular	  de	  la	  cepa	  control	  C57BL6	  
En	  primer	  lugar,	  se	  llevó	  a	  cabo	  un	  análisis	  detallado	  de	  la	  dinámica	  celular	  de	  la	  SGZ	  en	  la	  cepa	  control	  
C57BL6	   para	   establecer	   los	   tiempos	   de	   interés	   en	   los	   que	   se	   podrían	   presentar	   alteraciones	  
neurogénicas	  y	  acotar	  así	  el	  posterior	  estudio	  en	  los	  P8	  y	  R1.	  Para	  ello,	  se	  sacrificó	  a	  los	  animales	  a	  las	  2	  
horas	   y	   1,	   3,	   5,	   7,	   14	   y	   21	   días	   después	   de	   la	   inyección	   con	   BrdU	   (Figura	   R21	   A).	   Así,	   se	   observó	   un	  
incremento	  progresivo	  del	   número	  de	   células	   BrdU+	  entre	   las	   2	   horas	   y	   el	   tercer	   día	   tras	   la	   inyección	  
(p<0,05).	  Esto	  indica	  que	  una	  parte	  sustancial	  de	  la	  población	  en	  división	  volvió	  a	  entrar	  en	  ciclo	  celular	  
provocando	  una	  acumulación	  de	  células	  marcadas	  con	  BrdU	  a	  los	  3	  días	  de	  la	  inyección.	  Entre	  los	  5	  y	  7	  
días	  se	  produjo	  una	  disminución	  paulatina	  del	  número	  de	  células	  en	  proliferación.	  Finalmente,	  entre	  los	  
14	  y	  los	  21	  días,	  el	  número	  de	  células	  positivas	  para	  el	  análogo	  descendió	  hasta	  los	  niveles	  observados	  
en	  los	  tiempos	  iniciales	  de	  2	  horas	  y	  1	  día	  	  (Figura	  R21	  B).	  
A	   continuación,	   se	   hizo	   un	   estudio	   fenotípico	   de	   las	   células	   BrdU+	   (Figura	   R21	   C).	   Como	   ya	   estaba	  
descrito,	  el	  número	  de	  NSCs	  radiales	  marcadas	  con	  BrdU	  sufrió	  un	  ligero	  descenso	  a	  lo	  largo	  de	  los	  21	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días.	  En	  el	  caso	  de	  las	  SOX2+	  no	  radiales,	  se	  detectó	  un	  descenso	  significativo	  entre	  las	  2	  horas	  y	  el	  día	  
después	  de	  la	  inyección	  (p<0,05).	  Dicho	  descenso	  se	  solapa	  con	  el	  incremento	  en	  el	  número	  de	  
neuroblastos	  y	  neuronas	   inmaduras	  (DCX+/BrdU+)	   (p<0,01).	  Este	  hecho,	  pone	  de	  manifiesto	   la	  relación	  
precursor-­‐producto	   existente	   entre	   ambas	   poblaciones.	   A	   tiempos	   más	   largos,	   a	   partir	   de	   5	   días,	   el	  
número	   de	   células	   DCX+	   se	   redujo	   sugiriendo	   la	   posible	  muerte	   de	   algunos	   neuroblastos	   o	   neuronas	  
inmaduras	  pero	  sobre	  todo,	  sugiriendo	  una	  maduración	  de	  éstas	  a	  neuronas	  granulares	  (NeuN+/BrdU+),	  
cuyo	  número	  se	  incrementa	  también	  a	  partir	  del	  día	  5.	  Finalmente,	  a	  los	  21	  días,	  se	  observó	  la	  presencia	  
Figura	  R21.	  Estudio	  de	  la	  dinámica	  celular	  en	  la	  SGZ	  de	  la	  cepa	  control	  C57BL6.	  (A)	  Diagrama	  representativo	  
del	  régimen	  de	  BrdU	  administrado	  a	  los	  animales.	  El	  análogo	  se	  inyectó	  (50	  mg/kg	  de	  peso	  de	  animal)	  una	  única	  
vez	  y	   los	  animales	   se	   sacrificaron	  de	   forma	  secuencial	  a	   las	  2	  horas	  y	  1,	  3,	  5,	  7,	  14	  y	  21	  días	  para	   su	  posterior	  
análisis	  inmunohistoquímico.	  (B)	  Análisis	  cuantitativo	  de	  la	  progresión	  del	  número	  de	  células	  BrdU+	  en	  la	  SGZ	  de	  
animales	  C57BL6	  entre	  las	  2	  horas	  y	  los	  21	  días	  de	  la	  inyección	  con	  BrdU.	  Se	  observa	  un	  incremento	  del	  número	  
de	  células	  BrdU+	  	  entre	  las	  2	  horas	  y	  los	  3	  días	  tras	  la	  inyección	  (*	  p	  <	  0,05)	  así	  como	  una	  disminución	  progresiva	  
del	  número	  de	  células	  BrdU+	  con	  el	  tiempo.	  (C)	  Representación	  porcentual	  del	   inmunofenotipado	  de	  las	  células	  
BrdU+	   presentes	   en	   la	   SGZ	   de	   animales	   C57BL6	   a	   distintos	   tiempos	   tras	   la	   inyección	   de	   BrdU.	   Los	   datos	   se	  
muestran	  como	  la	  media	  ±	  E.E.M.	  n	  ≥	  3.	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de	   un	   número	   reducido	   de	   astrocitos	  maduros	   (S100β+/BrdU+)	   (media	   ±	   EEM:	   13,08%	   ±	   3,41%).	   Esto	  
indica	  que	  dichos	  astrocitos	  proceden	  probablemente	  de	  NSCs	  radiales	  que,	  según	  un	  estudio	  reciente	  
(Encinas	  et	  al.,	  2011),	  tras	  varias	  rondas	  de	  división	  se	  diferencian	  definitivamente	  a	  astrocitos	  maduros.	  
	  
3.5.2.	  Estudio	  de	  la	  dinámica	  celular	  de	  las	  cepas	  R1	  y	  P8.	  
Teniendo	  en	  cuenta	  los	  datos	  obtenidos	  en	  la	  cepa	  control	  C57BL6,	  se	  seleccionaron	  los	  puntos	  de	  2h	  y	  
1,	  3	  y	  21	  días	  para	  el	  estudio	  de	  las	  cepas	  R1	  y	  P8	  a	  los	  2	  meses	  (Figura	  R22	  A).	  Los	  tiempos	  de	  2	  horas,	  1	  
día	   y	   3	   días	   se	   seleccionaron	   dado	   que	   abarcan	   la	   progresión	   inicial	   de	   las	   distintas	   poblaciones	   de	  
células	  SOX2+	  así	  como	  el	  pico	  proliferativo	  más	  alto	  del	  proceso	  neurogénico.	  Por	  su	  parte,	  el	  tiempo	  de	  
21	  días	  se	  seleccionó	  dada	  la	  aparición	  de	  células	  diferenciadas	  y	  maduras	  no	  sólo	  del	  linaje	  neuronal	  si	  
no	   también	  astrocitario,	   y	  que	  por	   tanto	  podría	   aportar	  datos	  del	   destino	  de	   las	  NSCs	   radiales	   en	   los	  
animales	  P8.	  En	  primer	  lugar,	  se	  observó	  cómo	  de	  la	  misma	  manera	  que	  los	  animales	  de	  la	  cepa	  C57BL6,	  
los	  animales	  R1	  y	  P8	  a	  los	  3	  días	  de	  la	  inyección	  de	  BrdU	  mostraron	  un	  incremento	  significativo	  de	  dicha	  
marca	   (Figura	  R22	  B,	  p<0,01).	   Sin	  embargo,	   los	   animales	  P8,	  que	  presentaban	  a	   las	  2	  horas	  el	  mismo	  
número	   de	   células	   BrdU+	   que	   los	   animales	   R1,	   a	   los	   3	   días	   presentaban	   un	   número	   de	   células	   BrdU+	  
significativamente	  más	  bajo	  que	  los	  animales	  R1	  (Figura	  R22	  B,	  p<0,05).	  De	  forma	  similar	  a	  lo	  descrito	  en	  
la	   cepa	  C57BL6,	   tanto	   los	   animales	   R1	   como	   los	   P8,	  mostraron	  un	   descenso	   en	   el	   número	  de	   células	  
marcadas	   con	   BrdU	   desde	   el	   pico	   de	   3	   días	   a	   los	   21	   días	   de	   su	   inyección	   (p<0,01	   y	   p<0,05	  
respectivamente),	  situándose	  en	  este	  caso	  incluso	  por	  debajo	  de	  los	  niveles	  detectados	  a	  2	  horas.	  
El	  posterior	  estudio	   fenotípico	  de	   las	  poblaciones	  marcadas	  con	  BrdU	  a	   las	  2h,	  1d	  y	  3d	  mostró	  que	   la	  
cepa	  P8	  no	  presenta	  diferencias	  significativas	  en	  la	  progresión	  de	  los	  niveles	  de	  NSCs	  radiales	  BrdU+	  ni	  
SOX2+	  no	   radiales	   BrdU+	   en	   comparación	   con	   los	   animales	   R1	   (Figura	   R22	   C	   y	   D).	   Las	   NSCs	   radiales	  
disminuyeron	  en	  número	  en	  ambas	  cepas	  entre	  1	  y	  3	  días	   (p<0,01),	  al	   igual	  que	   las	  SOX2+	  no	  radiales	  
(p<0,01),	   dada	   su	   diferenciación	   hacia	   neuroblasto.	   De	   este	  modo,	   no	   se	   observan	   alteraciones	   en	   la	  
dinámica	  de	  las	  NSCs	  radiales	  ni	  de	  las	  SOX2+	  no	  radiales	  en	  los	  animales	  P8.	  	  
Por	  otro	   lado,	   se	   calculó	   la	   tasa	  de	  proliferación	  para	  ambas	  poblaciones	  a	   las	  2h	  de	   la	   inyección	  con	  
BrdU	  (nº	  células	  BrdU+	  /	  nº	  células	  total)	  .	  Esta	  tasa	  tiende	  a	  ser	  ligeramente	  superior	  en	  las	  NSCs	  de	  los	  
animales	  P8	  frente	  a	  los	  R1,	  aunque	  las	  diferencias	  no	  son	  significativas	  (media	  ±	  EEM:	  4,16%	  ±	  0,23%	  en	  
los	   R1	   frente	   a	   5,59%	   ±	   1,24%	   en	   los	   P8).	   La	   tasa	   si	   es	   significativamente	  mayor	   en	   la	   población	   de	  
células	   SOX2+	  no	   radiales	   de	   los	   animales	   P8	   frente	   a	   los	   R1	   (media	   ±	   EEM:	   0,67%	  ±	   0,09%	  en	   los	   R1	  
frente	   a	   1,26%	  ±	   0,08%	  en	   los	   P8,	   p<0,001).	   Estos	   datos	   concuerdan	   con	   los	  mayores	   porcentajes	   de	  
proliferación	  observados	  en	   las	  NSCs	  radiales	  y	  SOX2+	  no	  radiales	  en	   los	  animales	  P8	  analizadas	  con	  el	  
marcador	  Ki67	  (Figura	  R18	  C	  y	  F).	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  Figura	   R22.	   Estudio	   de	   la	   dinámica	   celular	   en	   la	   SGZ	   de	   las	   cepas	   R1	   y	   P8.	   (A)	  Diagrama	   representativo	   del	  
régimen	  de	  BrdU	  administrado	  a	  los	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  2	  meses	  de	  edad.	  El	  análogo	  se	  inyectó	  (50	  mg/kg	  de	  peso	  
de	  animal)	  una	  única	  vez	  y	   los	  animales	  se	  sacrificaron	  de	  forma	  secuencial	  a	   las	  2	  horas	  y	  1,	  3	  y	  21	  días	  para	  su	  
posterior	  análisis	  inmunohistoquímico.	  (B)	  Análisis	  cuantitativo	  de	  la	  progresión	  del	  número	  de	  células	  BrdU+	  en	  la	  
SGZ	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  entre	   las	  2	  horas	   y	   los	  21	  días	  de	   la	   inyección	   con	  BrdU.	   Los	  animales	  R1	  muestran	  un	  
incremento	  del	  número	  de	   células	  BrdU+	  entre	   las	  2	  horas	   y	   los	  3	  días	   tras	   la	   inyección	   (ΔΔ	  p	  <	  0,01)	  que	  no	   se	  
observa	  en	  los	  animales	  P8.	  Ambas	  cepas	  disminuyen	  significativamente	  el	  número	  de	  células	  BrdU+	  con	  el	  tiempo	  
(ΔΔ	  p	  <	  0,01	  en	  los	  R1;	  #	  p	  <	  0,05	  en	  los	  P8).	  (C-­‐E)	  Análisis	  cuantitativo	  del	  número	  de	  células	  BrdU+	  que	  presentaron	  
entre	   las	   2	   horas	   y	   los	   3	   días	   fenotipo	   de	   NSCs	   radiales	   (C),	   SOX2+	   no	   radiales	   (D)	   y	   DCX+	   (E).	   Los	   animales	   P8	  
presentan	   una	   menor	   producción	   de	   células	   DCX+	   a	   los	   3	   días	   de	   la	   inyección	   con	   el	   análogo.	   (F-­‐G)	   Análisis	  
cuantitativo	  del	  número	  de	  células	  BrdU+	  que	  presentaron	  a	  los	  21	  días	  fenotipo	  de	  neurona	  madura	  (F)	  y	  astrocito	  
maduro	  (G).	  Los	  animales	  P8	  generan	  más	  astrocitos	  maduros	  (*	  p	  <	  0,05)	  pero	  menos	  neuronas	  maduras	  	  (**	  p	  <	  
0,01)	   que	   los	   R1.	   (H,	   H´)	  Microfotografía	   confocal	   que	  muestra	   el	  marcaje	   BrdU+	   (verde)	   y	   S100β+	   (rojo)	   de	   los	  
astrocitos	  maduros	  de	  los	  animales	  P8	  a	  los	  21	  días	  de	  la	  inyección	  con	  el	  análogo.	  Los	  datos	  se	  muestran	  como	  la	  
media	  ±	  E.E.M.	  n	  ≥	  4.	  Barra	  calibradora	  en	  H	  y	  H´,	  10	  μm.	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El	  estudio	  de	  la	  población	  de	  neuroblastos	  y	  neuronas	  inmaduras,	  mostró	  un	  mismo	  número	  de	  células	  
doble	   positivas	   (DCX+/BrdU+)	   a	   las	   2	   horas	   y	   1	   día	   tanto	   en	   animales	   R1	   cómo	   en	   animales	   P8.	   Sin	  
embargo,	   a	   los	   3	   días,	   el	   número	   de	   neuroblastos	   y	   neuronas	   inmaduras	  marcados	   con	   BrdU	   de	   los	  
animales	  P8	   fue	  significativamente	   inferior	  al	  mostrado	  por	   los	  animales	  R1	   (Figura	  R22	  E,	  p<0,05).	  La	  
tasa	  de	  proliferación	  de	  esta	  población,	  calculada	  en	  base	  a	   la	   incorporación	  de	  BrdU	  a	   las	  2h,	  resultó	  
significativamente	  menor	   en	   los	   animales	   P8	   frente	   a	   los	   R1	   (media	   ±	   EEM:	   1,02%	   ±	   0,2%	   en	   los	   R1	  
frente	  a	  0,27%	  ±	  0,1%	  en	  los	  P8,	  p<0,05).	  Estos	  datos,	  apuntan	  a	  una	  menor	  capacidad	  de	  proliferación	  
de	  la	  población	  DCX+	  en	  los	  animales	  P8	  de	  2	  meses.	  	  
Por	  último,	  se	  analizó	  el	  destino	  que	  presentaban	  las	  células	  BrdU+	  a	  los	  21	  días	  de	  la	   inyección	  con	  el	  
análogo	   (Figura	   R22	   F	   y	  G).	   Así,	   se	   observó	   cómo	   los	   animales	   P8	   presentaron	   un	  menor	   número	   de	  
células	   diferenciadas	   a	   neurona	   granular	  madura	   en	   comparación	   con	   los	   animales	   R1	   (Figura	   R22	   F,	  
p<0,05).	   Por	   el	   contrario,	   los	   animales	   P8	   mostraron	   un	   mayor	   número	   de	   células	   con	   marcaje	   de	  
astrocito	  maduro	  en	  comparación	  con	  los	  animales	  R1	  (Figura	  R22	  G,	  H	  y	  H´,	  p<0,05).	  	  
	  
3.6.	  Caracterización	  de	  las	  moléculas	  de	  señalización	  que	  regulan	  la	  actividad	  de	  
las	  NSCs	  y	  su	  progenie	  en	  la	  SGZ	  de	  los	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  
3.6.1.	   Los	   animales	   P8	   de	   2	  meses	   presentan	   un	   incremento	   en	   la	   SGZ	   de	   la	   expresión	   de	  
genes	  relacionados	  con	  la	  activación	  de	  la	  vía	  de	  BMPs	  
Las	  BMPs	   llevan	   a	   cabo	  un	   importante	  papel	   regulador	   en	   la	   SGZ	   (Bonaguidi	   et	   al.,	   2008;	  Mira	   et	   al.,	  
2010)	   y	   presentan	   alteraciones	   en	   modelos	   genéticos	   de	   la	   EA	   (Crews	   et	   al.,	   2010;	   Li	   et	   al.,	   2008).	  
Además,	  numerosos	  estudios	  apuntan	  a	  una	  función	  astrogliogénica	  de	  las	  BMPs	  en	  estadíos	  posnatales	  
(Gomes	   et	   al.,	   2003;	   Gratacòs	   et	   al.,	   2002).	   En	   base	   a	   esto,	   se	   llevó	   a	   cabo	   un	   análisis	   de	   expresión	  
génica	  por	  qRT-­‐PCR	  de	  diversos	  genes	  que	  codifican	  para	  proteínas	  implicadas	  en	  la	  vía	  de	  señalización	  
de	  BMPs	  (Figura	  R23	  A),	  incluyendo	  tanto	  ligandos	  ,	  como	  receptores	  y	  antagonistas.	  Se	  observó	  cómo,	  
de	   todos	   los	   genes	   analizados,	   los	   animales	   P8	   presentaban	   una	   sobreexpresión	   significativa	   de	   los	  
ligandos	  Bmp4	  y	  Bmp6	  a	  los	  2	  meses	  de	  edad	  en	  comparación	  con	  los	  R1	  de	  la	  misma	  edad	  (Figura	  R23	  A	  
y	  B,	  p	  <	  0,01	  y	  p	  <	  0,05	  respectivamente).	  Mientras	  que	  los	  animales	  R1	  muestran	  un	  nivel	  de	  expresión	  
similar	  de	  dichos	  genes	  durante	  el	  envejecimiento,	  los	  P8	  sufren	  una	  caída	  drástica	  de	  la	  expresión	  con	  
la	  edad	  y	  se	  igualan	  a	  los	  R1	  a	  los	  10	  meses	  de	  edad	  (Figura	  R23	  A	  y	  B,	  Bmp4	  p	  <	  0,01	  y	  Bmp6	  p	  <	  0,05).	  	  
Por	  el	  contrario,	  se	  observó	  una	  sobreexpresión	  del	  antagonista	  Noggin	  con	  la	  edad	  en	  los	  animales	  R1	  
(Δ	  p	  <	  0,05)	  mientras	  que	  los	  animales	  P8	  (p	  <	  0,05)	  mantuvieron	  una	  expresión	  constante	  (Figura	  R23	  A	  
y	  B).	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  Figura	  R23.	  Los	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  presentan	  un	  incremento	  de	  la	  expresión	  de	  genes	  relacionados	  con	  
la	  activación	  de	  la	  vía	  de	  BMPs.	  (A)	  Análisis	  mediante	  RT-­‐qPCR	  y	  representación	  a	  modo	  de	  “mapa	  de	  calor”	  del	  
nivel	  de	  expresión	  de	  genes	  relacionados	  con	  la	  vía	  de	  BMPs	  	  en	  el	  DG	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  2,	  6	  y	  10	  meses	  de	  
edad.	   Panel	   de	   la	   izquierda,	   cada	   columna	   corresponde	   a	   los	   valores	   de	   expresión	   de	   un	   animal.	   Panel	   de	   la	  
derecha,	   cada	   columna	   corresponde	   al	   promedio	   de	   tres	   animales.	   Los	   animales	   P8	   muestran	   una	   mayor	  
expresión	  de	   los	  genes	  Bmp4	  y	  Bmp6	  a	  los	  2	  meses	  de	  edad	  en	  comparación	  con	  los	  R1	  de	   la	  misma	  edad.	  Los	  
animales	  R1	  muestran	  un	   incremento	  de	   la	   expresión	   génica	  de	  Noggin	   con	   la	   edad	  que	  no	   se	  observa	  en	   los	  
animales	  P8.	  (B)	  Análisis	  mediante	  RT-­‐qPCR	  del	  nivel	  de	  expresión	  de	  genes	  relacionados	  con	  la	  vía	  de	  BMPs	  	  en	  el	  
DG,	  SVZ	  y	  CA1	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  1,	  2,	  6	  y	  10	  meses	  de	  edad.	  Los	  animales	  P8,	  de	  2	  meses	  de	  edad,	  muestran	  
un	  incremento	  de	  la	  expresión	  de	  los	  genes	  Bmp4	  y	  Bmp6	  específico	  del	  DG	  (**	  p<0,01	  para	  Bmp4;	  *	  p<0,05	  	  para	  
Bmp6)	   .	  En	   la	  SVZ,	   los	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  presentan	  un	   incremento	  significativo	  de	   la	  expresión	  génica	  de	  
Noggin	  con	  respecto	  a	  la	  SVZ	  de	  animales	  R1.	  Los	  datos	  se	  muestran	  como	  la	  media	  ±	  E.E.M.	  n	  ≥	  4.	  Abreviaturas:	  
DG,	  giro	  dentado;	  SVZ;	  zona	  subventricular;	  CA1,	  	  cornu	  ammonis	  1. 
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Para	  analizar	  la	  posibilidad	  de	  que	  los	  niveles	  de	  expresión	  de	  las	  BMPs	  fuesen	  más	  altos	  en	  los	  animales	  
P8	   de	   forma	   inherente	   a	   la	   cepa,	   se	   llevó	   a	   cabo	   un	   estudio	   de	   expresión	   génica	   de	   ambos	   genes	   a	  
edades	  más	  tempranas	  (1	  mes).	  Sin	  embargo,	  se	  observó	  que	  la	  expresión	  génica	  de	  Bmp4	  y	  Bmp6,	  no	  
presentaba	  diferencias	   significativas	  entre	   las	  cepas	  R1	  y	  P8	   (media	  ±	  EEM:	  0,99	  ±	  0,13	  u.a.	  en	   los	  R1	  
frente	  a	  1,04	  ±	  0,25	  u.a.	  en	  los	  P8	  para	  Bmp4;	  	  1,17	  ±	  0,17	  u.a.	  en	  los	  R1	  frente	  a	  1,65	  ±	  0,2	  u.a.	  en	  los	  P8	  
para	  Bmp6).	  Sí	  se	  observó	  para	  ambos	  genes	  un	  aumento	  significativo	  en	  la	  expresión	  entre	  los	  animales	  
P8	  de	  1	  y	  2	  meses	  (Bmp4,	  p<0,01;	  Bmp6,	  p<0,05).	  
Además,	  se	  analizó	  la	  expresión	  génica	  de	  Bmp4,	  Bmp6	  y	  Noggin	  en	  la	  región	  de	  la	  SVZ	  y	  en	  la	  CA1	  para	  
determinar	   si	   las	   alteraciones	   en	   la	   expresión	   eran	   específicas	   del	   DG.	   Ni	   Bmp4	   ni	   Bmp6	   mostraron	  
diferencias	  de	  expresión	  entre	  ambas	  cepas	  ni	  en	   la	  SVZ	  ni	  en	  CA1,	  siendo	  esta	  expresión	  únicamente	  
diferencial	   en	   el	   DG	   de	   los	   P8	   a	   los	   2	   y	   6	   meses.	   En	   el	   caso	   de	   Noggin,	   éste	   presenta	   una	   mayor	  
expresión	  en	  la	  SVZ	  de	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  frente	  a	  los	  R1	  de	  la	  misma	  edad	  (p<0,01)	  y	  no	  presenta	  
variaciones	  en	  la	  CA1	  de	  ambas	  cepas	  (Figura	  R23	  B).	  
Estos	   datos	   en	   su	   conjunto	   muestran	   una	   alteración	   en	   la	   expresión	   de	   varios	   genes	   de	   la	   vía	   de	  
señalización	   de	   BMPs.	   Esta	   alteración	   se	   basa	   en	   el	   incremento	   transitorio	   de	   la	   expresión	   génica	   de	  
Bmp4	   y	  Bmp6	   en	   el	   nicho	   de	   la	   SGZ.	   Este	   incremento	   de	   la	   expresión	   parece	   observarse	   de	  manera	  
específica	  en	  la	  SGZ,	  que	  presenta	  importantes	  diferencias	  con	  los	  perfiles	  de	  expresión	  observados	  en	  
la	  SVZ.	  Así,	  la	  vía	  de	  señalización	  de	  las	  BMPs	  se	  presenta	  como	  una	  posible	  efectora	  de	  los	  cambios	  en	  
la	  actividad	  de	  las	  NSCs	  y	  la	  neurogénesis	  en	  animales	  P8	  jóvenes.	  
	  
3.6.2.	  Los	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  presentan	  niveles	  elevados	  de	  proteína	  BMP6	  madura	  en	  el	  
DG	  
Con	  la	  finalidad	  de	  correlacionar	  el	  aumento	  de	  expresión	  génica	  en	  el	  DG	  de	  animales	  P8	  jóvenes	  con	  
un	  aumento	  en	   la	  expresión	  a	  nivel	  de	  proteína	  de	  BMP4	  y	  BMP6,	   se	  analizó	   tanto	   la	  expresión	  de	   la	  
proteína	  precursora	  como	  de	  la	  forma	  madura	  para	  ambas	  cepas	  a	  los	  2	  meses	  de	  edad.	  Los	  animales	  P8	  
mostraron	  los	  mismos	  niveles	  de	  proteína	  precursora	  BMP4	  y	  BMP6	  (Figura	  R24	  A	  y	  B).	  Sin	  embargo,	  se	  
observó	   una	   expresión	   significativamente	   mayor	   de	   BMP6	   madura	   en	   los	   animales	   P8	   frente	   a	   los	  
animales	  R1	  (Figura	  R24	  A	  y	  C,	  p<0,05).	  Además,	  se	  observó	  un	  incremento	  de	  SMAD1/5/8	  fosforilada	  en	  
el	  DG	  de	  los	  animales	  P8	  frente	  a	  los	  R1,	  lo	  que	  apunta	  a	  una	  mayor	  activación	  de	  la	  vía	  canónica	  de	  las	  
BMPs	  en	  los	  animales	  P8	  (Figura	  R24	  A	  y	  D,	  p<0,05).	  	  	  
	  
3.6.3.	  	  BMP6	  induce	  la	  gliogénesis	  en	  cultivos	  de	  células	  madre	  hipocampales	  adultas.	  
Para	  tratar	  de	  relacionar	  la	  sobreexpresión	  de	  BMP6	  y	  la	  mayor	  actividad	  de	  la	  vía	  de	  las	  BMPs	  en	  el	  DG	  
de	  los	  animales	  P8	  con	  las	  alteraciones	  mostradas	  en	  el	  proceso	  neurogénico	  por	  dichos	  animales,	  se	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llevó	  a	  cabo	  un	  estudio	  in	  vitro.	  Se	  añadió	  BMP6	  (50	  ng/mL)	  a	  células	  madre	  hipocampales	  de	  rata	  (HC7)	  	  
para	  estudiar	  su	  efecto	  en	  condiciones	  de	  diferenciación	  (ausencia	  de	  mitógenos).	  Se	  observó	  cómo	  la	  
presencia	  de	  BMP6	  en	  el	  medio	   inducía	  un	   incremento	  significativo	  en	  el	  número	  de	  astrocitos	  GFAP+	  
(Figura	  R25	  A	  y	  B,	  p<0,001)	  pero	  no	  en	  el	  número	  de	  neuronas	  βIIITUBULINA+.	  Este	  incremento	  apunta	  a	  
un	  papel	  pro-­‐astrogliogénico	  de	  BMP6	  en	  la	  SGZ	  adulta.	  	  
	  
3.7.	  Inhibición	  in	  vivo	  de	  la	  vía	  de	  BMPs	  en	  el	  DG	  mediante	  la	  infusión	  de	  Noggin	  
en	  los	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  
3.7.1.	   La	   inhibición	  de	   la	   vía	   de	  BMPs	   incrementa	   el	   número	  de	  NSCs	   radiales	   así	   como	   su	  
proliferación	  en	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  
Para	  confirmar	  la	  posibilidad	  de	  que	  el	  incremento	  en	  la	  señalización	  por	  BMP6	  en	  los	  animales	  P8	  de	  2	  
meses	  pudiese	  estar	  implicado	  en	  la	  pérdida	  de	  NSCs	  radiales,	  se	  administró	  Noggin	  en	  el	  ventrículo	  
Figura	  R24.	  Los	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  presentan	  niveles	  elevados	  de	  proteína	  BMP6	  madura	  en	  el	  DG.	  (A)	  
Detección	  por	  wetern	  blot	  de	  las	  proteínas	  BMP4	  y	  BMP6	  precursoras	  y	  maduras	  así	  como	  de	  la	  fracción	  SMAD	  
1/5/8	  activa,	  fosforilada	  (P-­‐SMAD)	  en	  el	  DG	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  2	  meses.	  Como	  controles	  se	  empló	  ACTINA	  y	  
SMAD	  total	  (1/5/8).	  (B)	  Análisis	  por	  densitometría	  de	  las	  bandas	  de	  western	  blot	  que	  muestra	  la	  cantidad	  relativa	  
de	  BMP4	  y	  BMP6	  precursoras	  presentes	  en	  el	  DG	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  2	  meses.	  No	  se	  aprecian	  diferencias	  
significativas	  entre	  ambas	  cepas.	  (C)	  Análisis	  por	  densitometría	  de	  la	  cantidad	  relativa	  de	  BMP4	  y	  BMP6	  maduras	  
en	   el	   DG	   de	   animales	   R1	   y	   P8	   de	   2	  meses.	   Los	   animales	   P8	   presentan	   niveles	  más	   altos	   de	   BMP6	  madura	   en	  
comparación	  con	  los	  R1	  (*	  p	  <	  0,05).	  (D)	  Análisis	  por	  densitometría	  de	  la	  cantidad	  relativa	  de	  P-­‐SMAD	  en	  el	  DG	  de	  
animales	  R1	  y	  P8	  de	  2	  meses.	  Los	  animales	  P8	  presentan	  una	  mayor	  activación	  de	  la	  vía	  de	  BMPs	  medida	  a	  través	  
del	   incremento	  en	  SMAD	  1/5/8	   fosforilada	   (P-­‐SMAD)	  respect	  a	  SMAD	  total	   (*	  p	  <	  0,05).	  Los	  datos	  se	  muestran	  
como	  la	  media	  ±	  E.E.M.	  n	  ≥	  3.	  Abreviaturas:	  DG,	  giro	  dentado. 
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lateral	  de	  ratones	  R1	  y	  P8	  de	  dicha	  edad	  durante	  una	  semana.	  En	  el	  sexto	  día	  de	  infusión,	  se	  administró	  
BrdU	  a	   los	  animales	  y	  se	   les	  sacrificó	  3	  días	  después	  de	   la	   inyección	  con	  el	  análogo	   (Figura	  R26	  A).	   La	  
inhibición	  de	  la	  vía	  de	  las	  BMPs,	  provocó	  un	  incremento	  significativo	  en	  el	  número	  total	  de	  células	  SOX2+	  
en	   los	  animales	  P8	  tratados	  con	  Noggin	   frente	  a	   los	  animales	  P8	  tratados	  con	  vehículo	   (media	  ±	  EEM:	  
2750	  ±	  382	  células/mm2	  en	  los	  P8	  salino	  frente	  a	  3833	  ±	  333	  células/mm2	  en	  los	  P8	  Noggin	  ,	  p<	  0,05),	  sin	  
embargo,	  este	  aumento	  no	  llegó	  a	  los	  niveles	  mostrados	  por	  los	  animales	  R1	  tanto	  tratados	  con	  salino	  
como	   tratados	   con	   Noggin	   (media	   ±	   EEM:	   5375	   ±	   875	   células/mm2	   en	   los	   R1	   salino	   y	   5000	   ±	   250	  
células/mm2	  en	  los	  R1	  Noggin,	  sin	  diferencias	  significativas,	  dato	  no	  mostrado	  en	  la	  figura).	  	  
Con	  el	  objetivo	  de	  analizar	  en	  profundidad	  el	  rescate	  parcial	  en	  el	  número	  total	  de	  células	  SOX2+	  de	  la	  
SGZ,	  se	  combinó	  nuevamente	  el	  marcaje	  de	  SOX2	  con	  la	  inmunotinción	  para	  GFAP	  y	  Ki67.	  En	  el	  caso	  de	  	  
las	  NSCs	  radiales,	  se	  observó	  un	  incremento	  significativo	  en	  la	  densidad	  de	  NSCs	  radiales	  en	  los	  animales	  
P8	  tratados	  con	  Noggin	  frente	  a	  los	  animales	  de	  la	  misma	  cepa	  tratados	  con	  suero	  salino	  (Figura	  R26	  B	  y	  
H,	  p<0,01).	  
Figura	  R25.	  BMP6	  induce	  gliogénesis	  en	  cultivos	  de	  células	  madre	  de	  hipocampo	  de	  ratas	  adultas	  (línea	  celular	  
HC7).	   (A)	  Representación	  porcentual	  del	  análisis	  por	   inmunofluorescencia	  del	  fenotipo	  que	  adquieren	  las	  HC7,	  en	  
condiciones	  de	  diferenciación,	  en	  presencia	  y	  ausencia	  de	  BMP6	  exógeno.	  Las	  HC7	  en	  presencia	  de	  BMP6	  muestran	  
un	  incremento	  significativo	  del	  número	  de	  astrocitos	  (GFAP+)	  generados	  en	  comparación	  con	  las	  células	  sin	  tratar	  
(***	  p	  <	  0,001).	  Sin	  embargo,	  el	  número	  de	  neuronas	   (βIIITUBULINA+)	  generado	  es	  el	  mismo	  que	  en	  condiciones	  
control.	  El	  número	  de	  células	  se	  determinó	  por	  el	  recuento	  de	  los	  núcleos	  marcados	  con	  DAPI.	  (B)	  Microfotografía	  
representativa	   del	   incremento	   en	   astrocitos	   en	   presencia	   de	   BMP6	   frente	   a	   la	   condición	   control.	   Los	   datos	   se	  
muestran	  como	  la	  media	  ±	  E.E.M.	  n	  ≥	  3.	  Barra	  calibradora	  en	  B,	  30	  μm.	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  Figura	  R26.	  La	  inhibición	  de	  la	  vía	  de	  BMPs	  mediante	  la	  infusión	  de	  Noggin,	  aumenta	  el	  número	  de	  NSCs	  y	  su	  
proliferación	   en	   animales	   P8	   de	   2	  meses.	   (A)	  Diagrama	   representativo	  del	   régimen	  de	  BrdU	  administrado	  a	   los	  
animales	  en	  relación	  al	  periodo	  de	  infusión	  de	  suero	  salino	  o	  Noggin.	  El	  periodo	  de	  infusión	  de	  la	  bomba	  fue	  de	  7	  
días.	  Los	  animales	  se	  inyectaron	  con	  BrdU	  una	  única	  vez	  en	  el	  sexto	  día	  de	  infusión	  de	  la	  bomba	  y	  se	  sacrificaron	  3	  
días	  después.	  (B)	  Cuantificación	  del	  número	  de	  células	  NSCs	  radiales	  (SOX2+	  GFAP+)	  en	  la	  SGZ	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  
de	   2	   meses	   de	   edad	   tras	   la	   infusión	   con	   suero	   salino	   (control)	   o	   con	   Noggin.	   Los	   animales	   P8	   muestran	   un	  
incremento	  en	  el	  número	  de	  NSCs	  radiales	  tras	  el	  tratamiento	  con	  el	  antagonista	  Noggin	  en	  comparación	  con	   los	  
animales	  infundidos	  con	  salino	  (##	  p	  <	  0,01).	  (C)	  Cuantificación	  del	  número	  de	  NSCs	  radiales	  en	  proliferación	  en	  las	  
cepas	  R1	  y	  P8	  a	  los	  2	  meses	  de	  edad	  tras	  la	  infusión	  con	  salino	  o	  con	  Noggin.	  Ambas	  cepas	  presentan	  un	  incremento	  
en	  del	  número	  de	  NSCs	  en	  proliferación	   (Ki67+)	   (#	  p	  <	  0,05).	   (D)	  Representación	  porcentual	  del	  número	  de	  NSCs	  
radiales	  en	  proliferación	  (Ki67+)	  del	  total	  de	  NSCs.	  Los	  animales	  R1	  y	  P8	  muestran	  tasas	  de	  proliferación	  similares	  
tras	  el	  tratamiento	  con	  Noggin.	  (E)	  Cuantificación	  del	  número	  de	  células	  SOX2+	  no	  radiales	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  2	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De	  hecho,	  la	  densidad	  de	  NSCs	  radiales	  en	  los	  P8	  tratados	  con	  Noggin	  alcanzó	  los	  niveles	  de	  los	  R1.	  Los	  
animales	  R1	  por	  el	  contrario	  no	  sufrieron	  variaciones	  en	  presencia	  del	  antagonista	  Noggin	  (Figura	  R26	  
B).	  En	  cuanto	  a	   los	  niveles	  de	  NSCs	   radiales	  en	  proliferación,	  Noggin	   incrementó	  su	  número	  en	   los	  P8	  
(Figura	  R26	  C,	  p<0,05)	  del	  mismo	  modo	  que	  en	  los	  R1	  y	  que	  en	  los	  Crl:CD1,	  como	  ya	  se	  había	  descrito	  
anteriormente	   (Mira	   	  et	  al.,	  2010).	  No	  se	  observaron	  diferencias	  entre	  R1	  y	  P8	  en	  cuanto	  a	   la	   tasa	  de	  
proliferación	  de	  las	  NSCs	  en	  presencia	  de	  Noggin	  (Figura	  R26	  D,	  media	  ±	  EEM:	  6	  ±	  1,9%	  en	  los	  R1	  Noggin	  
y	  4,8	  ±	  1,5%	  en	  los	  P8	  Noggin,	  sin	  diferencias	  significativas).	  
Por	  otro	  lado,	  el	  tratamiento	  con	  Noggin	  no	  tuvo	  un	  efecto	  marcado	  sobre	  la	  población	  de	  células	  SOX2+	  
no	   radiales	   acorde	   con	   lo	   ya	   descrito	   anteriormente	   (Mira	   et	   al.,	   2010).	   No	   obstante,	   las	   diferencias	  
entre	  R1	  y	  P8	   	  observadas	  tanto	  en	  salino	  como	  en	  condiciones	  basales	   (Figura	  R18	  D)	  dejaron	  de	  ser	  
significativas.	  
En	  conjunto,	  estos	  datos	  apuntan	  a	  la	  implicación	  de	  la	  vía	  de	  las	  BMPs	  en	  la	  reducción	  del	  número	  de	  
NSCs	  radiales	  mostrada	  por	  los	  animales	  P8	  jóvenes.	  La	  inhibición	  de	  esta	  vía	  resulta	  en	  un	  claro	  rescate	  
de	   dicha	   población	   así	   como	   en	   un	   incremento	   selectivo	   de	   su	   proliferación,	   además	   de	   en	   una	   leve	  
recuperación	  de	  la	  población	  de	  SOX2+	  no	  radiales.	  	  
	  
3.7.2.	   La	   inhibición	   de	   la	   vía	   de	   BMPs	   reduce	   el	   número	   de	   neuroblastos	   y	   neuronas	  
inmaduras	  en	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  	  
Dado	  que	  la	  vía	  de	  las	  BMPs	  demostró	  estar	  implicada	  en	  la	  regulación	  del	  número	  de	  NSCs	  radiales	  en	  
los	   animales	   P8,	   se	   analizaron	   las	   posibles	   implicaciones	   de	   esta	   vía	   en	   las	   alteraciones	   de	   los	  
neuroblastos	  y	  neuronas	  inmaduras	  mostradas	  por	  los	  P8	  en	  estado	  basal.	  Así,	  se	  observó	  nuevamente	  
que	  los	  animales	  P8	  tratados	  con	  salino	  presentaban	  un	  mayor	  número	  de	  células	  DCX+	  que	  los	  animales	  
R1	   tratados	   del	   mismo	   modo	   (Figura	   R27	   A,	   p<0,05).	   Sin	   embargo,	   los	   animales	   P8	   redujeron	  
significativamente	  su	  inmunoreactividad	  para	  DCX	  (p<0,05).	  De	  este	  modo,	  los	  animales	  P8	  tratados	  con	  
Noggin	  mostraron	  los	  mismos	  números	  de	  células	  DCX+	  que	  los	  R1	  también	  tratados	  con	  Noggin	  (Figura	  
R27	  A).	  
meses	   de	   edad	   tras	   la	   infusión	   con	   suero	   salino	   (control)	   o	   con	   Noggin.	   Los	   animales	   P8	   muestran	   un	   ligero	  
incremento	   (no	   significativo)	   en	   el	   número	   de	   células	   SOX2+	   no	   radiales	   tras	   el	   tratamiento	   con	   el	   antagonista	  
Noggin.	  (F)	  Análisis	  cuantitativo	  del	  número	  de	  SOX2+	  no	  radiales	  en	  proliferación	  en	  las	  cepas	  R1	  y	  tras	  la	  infusión	  
con	  salino	  o	  con	  Noggin.	  No	  se	  observan	  diferencias	  significativas	  entre	   los	  animales	   tratados	  y	   los	  controles.	   (G)	  
Representación	  porcentual	  del	  número	  de	  SOX2+	  no	  radiales	  en	  proliferación	  (Ki67+)	  del	  total	  de	  SOX2+	  no	  radiales	  
en	   animales	   infundidos	   con	   salino	   o	   con	   Noggin.	   Los	   animales	   P8	   	   muestran	   valores	   similares	   a	   los	   R1	   tras	   ser	  
infundidos	  con	  Noggin.	  (H)	  Microfotografía	  confocal	  coronal	  representativa	  del	  número	  de	  células	  NSCs	  radiales	  y	  	  
SOX2+	  no	  radiales	  en	  la	  SGZ	  de	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  infundidos	  con	  salino	  o	  con	  Noggin.	  Los	  datos	  se	  muestran	  
como	  la	  media	  ±	  E.E.M.	  n	  =	  2	  para	  los	  R1,	  n	  ≥	  3	  para	  los	  P8.	  Abreviaturas:	  GCL,	  capa	  granular;	  SGZ,	  capa	  subgranular.	  
Barra	  calibradora	  en	  G,	  100	  μm.	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Por	   otro	   lado,	   se	   observó	   una	   reducción	   significativa	   en	   el	   número	   de	   neuroblastos	   y	   neuronas	  
inmaduras	  en	  los	  2	  tercios	  más	  externos	  de	  la	  GCL	  en	  los	  animales	  P8	  tratados	  con	  Noggin	  frente	  a	  los	  
tratados	  con	  salino	  (Figura	  R27	  B	  y	  C,	  p<0,05).	  	  
	  
3.8.	  Análisis	  de	   la	  dinámica	  y	  destino	  celular	  en	   la	  SGZ	  de	   los	  animales	  P8	  de	  2	  
meses	  tratados	  con	  Noggin	  
Con	  el	   objetivo	  de	  estudiar	   la	   implicación	  de	   la	   vía	   de	   las	  BMPs	  en	   la	   desregulación	  de	   la	   dinámica	   y	  
destino	  celular	  de	  las	  NSCs	  radiales	  en	  P8	  de	  2	  meses,	  se	   llevó	  a	  cabo	  un	  estudio	  de	  pulso-­‐caza	  tras	   la	  
infusión	  de	  Noggin.	  En	  este	  caso,	   se	  estudiaron	   los	   tiempos	  de	  3	  y	  21	  días	   tras	   la	   inyección	  con	  BrdU	  
dado	  que	  fueron	  los	  tiempos	  donde	  se	  encontraron	  alteraciones	  en	  los	  P8	  respecto	  a	  los	  R1	  (Figura	  R28	  
A).	  
A	  los	  3	  días	  tras	  la	  inyección	  de	  BrdU,	  el	  tratamiento	  con	  Noggin	  no	  produjo	  diferencias	  significativas	  ni	  
en	  el	  número	  de	  células	  BrdU+	   (Figura	  R28	  B)	  ni	  en	  el	  número	  de	  células	  DCX+/BrdU+	  en	  comparación	  
con	  los	  P8	  control	  (media	  ±	  EEM:	  96,2	  ±	  38	  cel/mm2	  en	  los	  P8	  Salino	  y	  117,5	  ±	  14	  en	  los	  P8	  Noggin,	  sin	  
diferencias	  significativas).	  A	  los	  21	  días	  de	  la	  inyección	  con	  BrdU,	  los	  animales	  infundidos	  con	  Noggin	  
Figura	   R27.	   La	   inhibición	   de	   la	   vía	   de	   BMPs	   reduce	   el	   número	   de	   neuroblastos	   y	   neuronas	   inmaduras	   en	  
animales	  P8	  de	  2	  meses.	  (A)	  Cuantificación	  del	  número	  de	  células	  DCX+	  en	  la	  SGZ	  de	  animales	  R1	  y	  P8	  de	  2	  meses	  
infundidos	   con	   suero	   salino	  o	   con	  Noggin.	   Los	  animales	  P8	   infundidos	   con	  Noggin	  muestran	  una	   reducción	  en	  el	  
número	   de	   células	   DCX+	   en	   comparación	   con	   los	   animales	   infundidos	   con	   suero	   (#	   p	   <	   0,05),	   que	   hace	   que	  
desaparezcan	  las	  diferencias	  observables	  entre	  los	  animales	  R1	  y	  P8	  infundidos	  con	  suero	  (*	  p	  <	  0,05).	  (B)	  Análisis	  
cuantitativo	  del	  número	  de	  células	  DCX+	  que	  se	  encuentran	  fuera	  de	  la	  SGZ	  (en	  los	  2	  tercios	  externos	  de	  la	  GCL)	  en	  
los	  animales	  P8	  tratados	  con	  salino	  o	  con	  Noggin.	  Los	  animales	  P8	  tratados	  con	  Noggin	  muestran	  una	  reducción	  en	  
el	   número	  de	  DCX+	   fuera	  de	   su	   localización	  habitual	   en	   la	   SGZ	   (*	  p	   <	   0,05).	   (C)	  Microfotografía	   confocal	   coronal	  
representativa	  del	  número	  y	  localización	  de	  células	  DCX+	  en	  la	  SGZ	  de	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  tratados	  con	  salino	  o	  
con	  Noggin	  durante	  una	  semana.	  Los	  datos	  se	  muestran	  como	  la	  media	  ±	  E.E.M.	  n	  =	  2	  para	  los	  R1,	  n	  ≥	  3	  para	  los	  P8.	  
Abreviaturas:	  GCL,	  capa	  granular;	  SGZ,	  capa	  subgranular.	  Barra	  calibradora	  en	  D,	  25	  μm.	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mostraron	  un	  incremento	  en	  el	  número	  de	  células	  BrdU+	  en	  comparación	  con	  los	  P8	  tratados	  con	  salino	  
(Figura	  R28	  B,	  p	  <	  0,05).	  	  
Para	  esclarecer	  la	  influencia	  de	  la	  vía	  de	  BMPs	  en	  el	  destino	  celular	  de	  las	  NSCs	  radiales,	  se	  realizó	  a	  21	  
días	  un	  análisis	  	  por	  inmunohistoquímica	  de	  las	  poblaciones	  de	  neuronas	  granulares	  maduras	  (NeuN+)	  y	  
astrocitos	   maduros	   (S100β+).	   Este	   estudio	   mostró	   cómo	   los	   animales	   tratados	   con	   Noggin	  
incrementaron	   significativamente	  el	  porcentaje	  de	  neuronas	  maduras	   y	  disminuyeron	  el	  de	  astrocitos	  
Figura	   R28.	   Estudio	   de	   la	   dinámica	   celular	   en	   la	   SGZ	   de	   los	   animales	   P8	   tras	   la	   infusión	   de	   suero	   salino	   o	  
Noggin.	  (A)	  Diagrama	  representativo	  del	  régimen	  de	  BrdU	  administrado	  a	  los	  animales	  P8	  en	  relación	  al	  periodo	  de	  
infusión	  de	  suero	  salino	  o	  Noggin.	  El	  periodo	  de	  infusión	  de	  la	  bomba	  fue	  de	  7	  días.	  Los	  animales	  se	  inyectarpn	  con	  
BrdU	   una	   única	   vez	   en	   el	   sexto	   día	   de	   infusión	   de	   la	   bomba	   y	   se	   sacrificaron	   3	   y	   21	   días	   después.	   (B)	   Análisis	  
cuantitativo	  de	  la	  progresión	  del	  número	  de	  células	  BrdU+	  en	  la	  SGZ	  de	  animales	  P8	  tratados	  con	  salino	  o	  Noggin	  a	  
los	  3	  y	  21	  días	  tras	  la	  inyección	  del	  análogo.	  Los	  animales	  P8	  muestran	  un	  mayor	  número	  de	  células	  BrdU+	  a	  los	  21	  
días	  tras	  el	  tratamiento	  con	  Noggin	  (*	  p	  <	  0,05).	  (C	  y	  D)	  Análisis	  cuantitativo	  del	  número	  de	  células	  BrdU+	  que,	  a	  los	  
21	   días	   tras	   la	   inyección	   del	   análogo,	   presentaron	   fenotipo	   de	   neurona	  madura	   (C)	   y	   astrocito	  maduro	   (D).	   Los	  
animales	   P8,	   tras	   el	   tratamiento	   con	   Noggin,	   incrementan	   el	   porcentaje	   de	   formación	   de	   neuronas	   maduras	   y	  
disminuyen	  el	  de	  astrocitos	  (*	  p	  <	  0,05).	  Los	  datos	  se	  muestran	  como	  la	  media	  ±	  E.E.M.	  n	  ≥	  4.	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maduros	  en	  comparación	  con	   los	  animales	  P8	   tratados	  con	  salino	   (Figura	  R28	  C	  y	  D	   respectivamente,	  
p	  <	  0,05	  en	  ambos	  casos).	  Estos	  datos	   indican	  que	  el	  tratamiento	  con	  Noggin,	  en	   los	  animales	  P8	  de	  2	  
meses,	  recupera	   los	  niveles	  de	  neurogénesis	  y	  gliogénesis	  mostrados	  por	   los	  animales	  R1	  de	   la	  misma	  
edad	  en	  condiciones	  control	  (Figura	  R22	  F	  y	  G).	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“¿Qué sabe el pez del agua 
donde nada toda su vida?”	

	

Albert Einstein	

discusión 
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El	  trabajo	  experimental	  de	  esta	  tesis	  doctoral	  se	  ha	  centrado	  en	  el	  estudio	  de	  las	  NSCs	  de	  la	  SVZ	  y	  SGZ	  
en	   el	  modelo	   de	   envejecimiento	   prematuro	   y	   posible	  modelo	   de	   la	   EA,	   SAMP8,	   así	   como	  en	   su	   cepa	  
control	  SAMR1.	  Principalmente	  se	  ha	  caracterizado	  el	  comportamiento	  y	  actividad	  de	  las	  NSCs	  en	  etapas	  
anteriores	  a	  la	  aparición	  de	  los	  primeros	  síntomas	  de	  la	  EA.	  Cuando	  aparecen	  estos	  primeros	  síntomas	  
de	  la	  enfermedad	  en	  pacientes	  (alteraciones	  cognitivas	  y	  pérdida	  de	  memoria),	  el	  daño	  neurológico	  ya	  
es	  extenso	  y	   la	  esperanza	  de	  vida	  del	  paciente	  desde	  ese	  momento	  es	  de	  menos	  de	  10	  años.	  Dada	   la	  
relación	   cada	   vez	   más	   estudiada	   entre	   algunas	   de	   las	   características	   patológicas	   de	   la	   EA	   y	   las	  
alteraciones	  en	  la	  neurogénesis	  adulta,	  el	  conocimiento	  sobre	  la	  regulación	  de	  la	  actividad	  de	  las	  NSCs	  
puede	   ser	   relevante	   para	   el	   desarrollo	   de	   posibles	   terapias	   que	   ayuden	   a	   combatir,	   por	   ejemplo,	   la	  
pérdida	  de	  memoria	  asociada	  a	  la	  enfermedad.	  	  
	  
1.	   Los	   animales	   P8	   presentan,	   además	   de	   síntomas	   de	   envejecimiento	  
prematuro,	  características	  similares	  a	  la	  EA	  a	  partir	  de	  los	  6	  meses	  de	  edad.	  
En	   términos	   generales,	   en	   este	   estudio	   se	   ha	   determinado	   los	   6	   meses	   como	   la	   edad	   en	   la	   que	   el	  
envejecimiento	   aparentemente	   normal	   de	   la	   cepa	   P8	   sufre	   un	   cambio	   significativo,	   se	   acelera	   y	  
comienza	  a	  mostrar	  además	  características	  de	  un	  envejecimiento	  patológico,	  semejante	  al	  mostrado	  por	  
los	  pacientes	  de	  la	  EA.	  	  
Se	   observó	   cómo	   los	   animales	   P8	   a	   partir	   de	   los	   6	   meses	   de	   edad	   sufren	   alteraciones	   en	   algunos	  
marcadores	  indirectos	  del	  envejecimiento	  como	  es	  el	  peso.	  Así,	  los	  animales	  P8	  incrementan	  su	  peso	  de	  
forma	  prácticamente	  paralela	  a	  su	  cepa	  control	  R1	  hasta	  los	  6	  meses,	  edad	  a	  partir	  de	  la	  cual	  el	  peso	  de	  
los	  animales	  P8	  se	  mantiene	  constante,	  mientras	  que	  los	  animales	  R1	  continúan	  su	  crecimiento	  normal	  
(Takeda	  et	  al.,	  1997).	  Por	  otro	   lado,	   se	  observó	  un	  mayor	  número	  de	   fallecimientos	  en	  animales	  P8	  a	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partir	  de	  los	  6	  meses	  en	  comparación	  con	  los	  R1.	  Mientras	  que	  los	  animales	  R1	  tienen	  una	  esperanza	  de	  
vida	  muy	  superior	  a	  los	  15	  meses	  de	  edad,	  los	  animales	  P8	  ven	  reducida	  su	  esperanza	  de	  vida	  a	  un	  63%	  
aproximadamente.	   Estos	   datos	   concuerdan	   con	   los	   publicados	   originalmente	   por	   Takeda	   en	   1997	  
(Takeda	  et	  al.,	  1997),	  si	  bien	  la	  esperanza	  de	  vida	  de	  los	  animales	  empleados	  en	  nuestro	  estudio	  resultó	  
superior	   a	   la	   descrita	   por	   Takeda,	   establecida	   en	   los	   9,7	   meses	   de	   edad.	   A	   pesar	   de	   que	   nuestros	  
animales	  nos	  han	  permitido	  alcanzar	  edades	  mucho	  más	  avanzadas	  que	  en	  estudios	  anteriores,	  la	  edad	  
a	  la	  que	  aparecen	  los	  síntomas	  más	  significativos	  de	  declive	  son	  los	  6	  meses,	  como	  se	  describe	  en	  otros	  
trabajos.	  
Es	  a	  esa	  edad	  cuando	  los	  animales	  P8	  empiezan	  a	  mostrar	  alteraciones	  relacionadas	  con	  la	  EA	  en	  una	  de	  
las	   primeras	   regiones	   afectadas	   por	   la	   enfermedad,	   el	   hipocampo.	   Una	   de	   las	   alteraciones	   más	  
definitorias	  de	  la	  EA	  en	  pacientes	  es	  la	  patología	  amiloide,	  caracterizada	  por	  un	  incremento	  del	  péptido	  
Aβ	  1-­‐42	  que	  finalmente	  agrega	  formando	  unos	  depósitos	  extracelulares	  denominados	  placas	  amiloides.	  
Nuestros	   datos	  muestran	   un	   incremento	   significativo	   de	   los	   niveles	   de	   Aβ	   1-­‐42	   en	   la	   región	   CA1	   del	  
hipocampo	  de	  los	  animales	  P8	  de	  6	  meses	  respecto	  a	  los	  R1	  de	  la	  misma	  edad.	  Estos	  datos	  concuerdan	  
con	  lo	  publicado	  anteriormente	  por	  otros	  autores,	  que	  describen	  un	  aumento	  significativo	  de	  APP	  entre	  
los	  4	  y	  12	  meses	  de	  los	  animales	  P8	  que	  no	  se	  observa	  en	  los	  animales	  R1	  (Morley	  et	  al.,	  2000),	  así	  como	  
un	  incremento	  significativo	  del	  péptido	  Aβ	  1-­‐42	  derivado	  de	  la	  proteólisis	  de	  APP	  en	  los	  animales	  P8	  de	  
8	  meses	  en	  comparación	  con	   los	  de	  4	  meses	   (Kumar	  et	  al.,	  2000).	  Algunos	  autores	  describen	  además	  
una	  posible	  agregación	  del	  Aβ	  1-­‐42	  en	  estructuras	   similares	  a	   las	  placas	  amiloides	  humanas	  en	   los	  P8	  
(Del	  Valle	  et	   al.,	   2010;	  Morley	  et	   al.,	   2000),	   aunque	  esta	  observación	  es	   controvertida	   (Manich	  et	   al.,	  
2014).	   La	   proteína	   APP	   de	   ratón	   difiere	   en	   diversos	   aminoácidos	   de	   la	   APP	   humana,	   3	   de	   los	   cuales	  
forman	  parte	  de	  la	  secuencia	  de	  Aβ	  1-­‐42	  (His13,	  Arg5	  y	  Tyr10).	  Esta	  diferencia	  parece	  explicar	  que	  dicho	  
péptido	  tenga	  una	  menor	  capacidad	  de	  agregación	  en	  el	  ratón	  dado	  que,	  tanto	  la	  Arg5	  como	  la	  His13,	  
están	   implicadas	   en	   la	   agregación	   lateral	   de	   la	   protofibrillas	   que	   posteriormente	   forman	   las	   placas	  
amiloides	  (Fung	  et	  al.,	  2004).	  
Como	   característica	   adicional	   de	   la	   EA,	   los	   animales	  P8	   sufren	  un	   incremento	   secuencial	   de	   la	  gliosis,	  
analizada	  en	  este	  estudio	  por	   la	  mayor	  presencia	  de	   la	  proteína	  GFAP	  en	   la	  CA1	  del	  hipocampo.	  Este	  
incremento	   se	   ha	   observado	   en	   otros	   modelos	   de	   la	   EA	   así	   como	   en	   pacientes	   de	   la	   enfermedad	  
(Fernandez-­‐Gomez	  et	  al.,	  2010;	  Sureda	  et	  al.,	  2006;	  Wu	  et	  al.,	  2005).	  Algunos	  autores	  sugieren	  que	  el	  
aumento	   de	   la	   gliosis	   en	   el	   hipocampo	   de	   los	   P8	   podría	   alterar	   el	   nicho	   neurogénico	   y	   crear	   un	  
microambiente	  tóxico	  para	  las	  neuronas	  (Gang	  et	  al.,	  2011).	  	  	  
En	  este	  estudio	  no	  se	  ha	  analizado	  la	  tautopatía	  presentada	  por	   los	  animales	  P8,	  sin	  embargo,	  existen	  
evidencias	   de	   una	   hiperfosforilación	   de	   Tau	   en	   esta	   cepa	   a	   los	   5	   meses	   de	   edad,	   así	   como	   de	   una	  
activación	  de	  la	  proteína	  kinasa	  II	  (Cdk5)	  que	  fosforila	  Tau	  (Canudas	  et	  al.,	  2005).	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Todas	   estas	   alteraciones,	   en	   combinación	   con	   alteraciones	   en	   el	   sistema	   neurogénico,	   podrían	  
contribuir	  a	  los	  déficits	  de	  memoria	  y	  aprendizaje	  descritos	  en	  los	  animales	  P8,	  que	  también	  presentan	  
los	  pacientes	  de	  la	  EA.	  Los	  animales	  P8	  comienzan	  a	  mostrar	  disfunciones	  en	  la	  memoria	  y	  aprendizaje	  
espacial,	  ambas	  dependientes	  de	  la	  función	  hipocampal,	  entorno	  a	  los	  5-­‐6	  meses	  de	  edad.	  En	  cuanto	  al	  
aprendizaje	  asociativo,	   los	  animales	  P8	  muestran	  una	  capacidad	  de	  asociación	  menor	  que	  los	  R1	  entre	  
los	   4	   y	   los	   8	  meses	   de	   edad	   (revisado	  por	   Pallàs	   et	   al.,	   2008).	   Este	   dato,	   apunta	   nuevamente	   a	   los	   6	  
meses	  como	  edad	  media	  de	  aparición	  de	  los	  síntomas	  característicos	  de	  la	  EA	  en	  los	  animales	  P8.	  
	  
2.	  Caracterización	  de	  la	  actividad	  de	  las	  NSCs	  en	  la	  SVZ	  de	  los	  animales	  P8	  	  
2.1.	  Los	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  muestran	  un	  aumento	  en	  el	  número	  de	  células	  BrdU+	  debido	  
a	  la	  hiperproliferación	  transitoria	  de	  las	  NSCs	  
En	   este	   estudio,	   se	   ha	   analizado	   la	   actividad	   proliferativa	   en	   el	   nicho	   neurogénico	   de	   la	   SVZ	   de	   los	  
animales	   P8	   a	   lo	   largo	   de	   su	   vida.	   Para	   ello	   se	   han	   estudiado	   edades	   previas	   a	   la	   aparición	   de	   los	  
primeros	  síntomas	  de	  la	  EA	  en	  estos	  animales	  (1	  y	  2	  meses),	  la	  edad	  de	  aparición	  los	  primeros	  síntomas	  
(6	   meses)	   y	   edades	   posteriores,	   donde	   los	   animales	   muestran	   características	   destacables	   de	   la	  
enfermedad	   (10	   y	   14	   meses).	   A	   los	   2	   meses	   de	   edad,	   se	   observa	   un	   incremento	   transitorio	   en	   la	  
actividad	  proliferativa	  de	  la	  SVZ	  de	  los	  animales	  P8	  que	  se	  debe,	  al	  menos	  en	  parte,	  a	  un	  aumento	  en	  la	  
proliferación	  	  de	  las	  NSCs	  (células	  tipo-­‐B).	  A	  edades	  más	  tempranas,	  de	  1	  mes,	  ambas	  cepas	  muestran	  la	  
misma	  actividad	  proliferativa,	   lo	  que	  descarta	  que	   la	  cepa	  P8	  presente	  de	  forma	  inherente	  una	  mayor	  
división	   celular.	   A	   edades	  más	   avanzadas,	   se	   observa	   una	   reducción	   drástica	   de	   dicha	   actividad,	   que	  
decae	  por	  debajo	  de	   los	  niveles	  establecidos	  en	   los	  animales	  control	  R1	  a	   los	  14	  meses	  de	  edad.	  Esta	  
caída	   correlaciona	   con	   una	   disminución	   significativa	   de	   los	   niveles	   proliferativos	   de	   las	   NSCs	   de	   los	  
animales	  P8.	  Sin	  embargo,	  aunque	  tanto	  los	  animales	  R1	  como	  los	  P8	  ven	  reducida	  su	  proliferación	  con	  
el	   envejecimiento,	   los	   animales	   P8	   muestran	   un	   descenso	   más	   drástico	   y	   anterior	   en	   el	   tiempo	   al	  
mostrado	  por	  los	  animales	  R1,	  lo	  que	  podría	  apuntar	  a	  un	  agotamiento	  prematuro	  de	  las	  NSCs,	  tal	  vez	  
resultante	  de	  su	  	  hiperproliferación	  previa.	  
Por	  otro	  lado,	  los	  experimentos	  in	  vitro	  realizados	  a	  distintas	  edades	  en	  los	  cuales	  se	  cultivan	  de	  forma	  
selectiva	   las	   NSCs	   y	   progenitores	   (TAP)	   a	   modo	   de	   neuroesferas,	   muestran	   cómo	   los	   animales	   P8	  
jóvenes	  presentan	  un	  incremento	  en	  el	  número	  de	  neuroesferas,	  que	  además	  son	  más	  grandes	  que	  las	  
de	   los	   R1.	   El	   elevado	   número	   de	   neuroesferas	   obtenidas	   en	   el	   cultivo	   primario	   correlaciona	   con	   un	  
mayor	  número	  de	  NSCs	   in	  vivo.	  El	   incremento	  en	  el	  diámetro	  de	  estas	  neuroesferas	   indica	  una	  mayor	  
capacidad	  proliferativa	  de	   las	  NSCs	  y/o	  de	  sus	  células	  hijas	   (TAP).	  Ambos	  datos	  apoyan	   la	  hipótesis	  de	  
que	  el	  incremento	  en	  la	  proliferación	  observado	  en	  la	  SVZ	  de	  los	  animales	  P8	  se	  puede	  deber,	  al	  menos	  
en	  parte,	  al	  incremento	  en	  la	  proliferación	  de	  las	  NSCs.	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Adicionalmente,	   el	   aumento	   proliferativo	   de	   las	   NSCs	   de	   la	   SVZ	   de	   los	   P8	   a	   los	   2	  meses	   provoca	   un	  
aumento	  en	  el	  número	  de	  células	  de	  nueva	  formación	  que	  llega	  al	  OB.	  Sorprendentemente,	  a	  esta	  edad,	  
el	   tamaño	  promedio	  del	  OB	  de	   los	   P8	   resulta	   significativamente	  menor	  que	  el	   de	   los	  R1.	   Estos	   datos	  
sugieren	  que	  el	  incremento	  de	  la	  proliferación	  en	  la	  SVZ	  y	  la	  mayor	  llegada	  de	  neuroblastos	  al	  OB,	  no	  va	  
acompañado	  de	  un	  incremento	  en	  la	  tasa	  de	  supervivencia	  ni	  de	  integración	  de	  las	  nuevas	  neuronas	  en	  
la	  estructura	  del	  OB.	  	  	  
	  
2.2.	   Análisis	   del	   comportamiento	   bifásico	   de	   las	   NSCs	   durante	   el	   envejecimiento	   de	   los	  
animales	  P8	  
Tal	   y	   como	   se	   acaba	   de	   explicar,	   la	   actividad	   proliferativa	   en	   la	   SVZ	   de	   los	   animales	   P8	  muestra	   un	  
comportamiento	   bifásico	   a	   lo	   largo	   de	   la	   vida	   del	   individuo,	   presentando	   un	   incremento	   a	   edades	  
tempranas,	   pre-­‐sintomáticas,	   y	   una	   disminución	   por	   debajo	   de	   los	   niveles	   control	   a	   edades	   más	  
avanzadas,	   post-­‐sintomáticas.	   Este	   tipo	   de	   comportamiento	   bifásico	   podría	   conciliar	   los	   resultados	  
aparentemente	   contradictorios	  observados	  en	  diversos	  modelos	   transgénicos	  de	   la	  EA,	  que	  describen	  
tanto	  incrementos	  como	  disminuciones	  de	  la	  proliferación	  en	  los	  nichos	  neurogénicos	  adultos	  (revisado	  
por	   Lopez-­‐Toledano	   et	   al.,	   2010).	   Al	   igual	   que	   sucede	   en	   los	   animales	   P8,	   es	   probable	   que	   en	   otros	  
modelos	  de	  la	  EA	  exista	  un	  incremento	  temprano	  en	  la	  actividad	  de	  las	  NSCs	  seguido	  por	  una	  reducción	  
en	  la	  proliferación	  de	  dicha	  población,	  que	  coincida	  con	  la	  edad	  de	  aparición	  de	  los	  primeros	  síntomas	  
de	  la	  EA.	  Es	  decir,	  es	  posible	  que	  la	  edad	  a	  la	  que	  se	  efectúe	  el	  análisis	  en	  cada	  modelo	  determine	  el	  tipo	  
de	   alteración	   observado	   en	   la	   proliferación,	   y	   que	   esto	   explique	   los	   resultados	   opuestos	   que	   se	  
describen	  en	  la	  literatura.	  
Este	   tipo	   de	   comportamiento	   con	   características	   bifásicas	   a	   lo	   largo	   de	   la	   vida	   del	   individuo	   se	   ha	  
observado	  también	  en	  el	  hipocampo	  de	  una	  cepa	  de	  ratón	  aceptada	  como	  modelo	  de	  EA	  denominada	  
J20	  (López-­‐Toledano	  y	  Shelanski,	  2007).	  Esta	  cepa	  es	  portadora	  de	  las	  mutaciones	  Sueca	  e	  Indiana	  en	  la	  
proteína	  humana	  APP	  y	   genera	   las	  primeras	  placas	  amiloides	  a	  una	  edad	  aproximada	  de	  7	  meses.	   En	  
dicho	  estudio,	  se	  observó	  cómo	  los	  animales	  presentaban	  una	  mayor	  actividad	  proliferativa	  en	  estadíos	  
jóvenes	  (3	  meses)	  que	  decaía	  hasta	  niveles	  inferiores	  a	  los	  mostrados	  por	  la	  cepa	  control	  a	  los	  5	  meses	  
de	  edad.	  Además,	  se	  observó	  que	  el	  incremento	  proliferativo	  de	  los	  animales	  J20	  jóvenes	  correlacionaba	  
con	  un	  ligero	  aumento	  del	  Aβ	  1-­‐42	  frente	  a	  su	  control.	  	  
De	   acuerdo	   con	   nuestros	   resultados	   in	   vitro,	   discutidos	  más	   abajo,	   el	   incremento	   proliferativo	   de	   las	  
NSCs	  de	  la	  SVZ	  observado	  a	  los	  2	  meses	  en	  los	  animales	  P8,	  podría	  deberse	  a	  la	  presencia	  de	  pequeñas	  
cantidades	  de	  Aβ	  1-­‐42	  soluble,	  en	  estado	  monomérico	  o	  formando	  oligómeros	  de	  bajo	  peso	  molecular.	  
Este	   Aβ	   1-­‐42	   favorecería	   la	   proliferación	   de	   las	   NSCs	   de	   forma	   previa	   a	   la	   aparición	   de	   los	   primeros	  
síntomas	  característicos	  de	  la	  EA.	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La	   mayoría	   de	   estudios	   relacionados	   con	   la	   neurogénesis	   en	   modelos	   genéticos	   de	   la	   EA	   donde	   se	  
sobreexpresa	  la	  proteína	  APP	  humana	  mutada	  defienden	  una	  disminución	  de	  la	  proliferación	  (Donovan	  
et	  al.,	  2006;	  Haughey	  et	  al	  2002).	  Es	  posible	  que	  en	  esos	  modelos	  la	  expresión	  constitutiva	  de	  APP	  bajo	  
la	   regulación	   de	   promotores	   fuertes,	   u	   otros	   factores	   como	   los	   fondos	   genéticos	   variables	   de	   los	  
animales	  transgénicos	  o	  sistemas	  de	  compensación	  por	   la	  activación	  de	  vías	  de	  señalización	  de	  efecto	  
contrario,	   puedan	   hacer	   que	   un	   incremento	   proliferativo	   pre-­‐sintomático	   como	   el	   descrito	   en	   P8	   no	  
tenga	   lugar	   o	   se	   produzca	   antes	   de	   la	   edad	   adulta	   del	   animal,	   siendo	   sólo	   observable	   el	   descenso	  
proliferativo.	  Además,	  muchos	  de	  los	  trabajos	  mencionados	  donde	  se	  describe	  una	  reducción	  en	  la	  tasa	  
de	  proliferación,	   llevan	   a	   cabo	   sus	   estudios	   en	   animales	   de	   edad	   avanzada	  que,	   en	   algunos	   casos,	   ya	  
presentan	  síntomas	  de	  la	  EA	  como	  placas	  amiloides	  (Donovan	  et	  al.,	  2006;	  Haughhey	  et	  al	  2002).	  Estos	  
datos	   concuerdan	   en	   parte	   con	   los	   nuestros,	   ya	   que	   a	   edades	   post-­‐sintomáticas	   como	   las	   de	   los	  
animales	   P8	   envejecidos	   (14	   meses)	   hemos	   observado	   una	   disminución	   en	   la	   proliferación	   y	   en	   el	  
número	  de	  NSCs	  .	  	  
La	  reducción	  en	  el	  número	  de	  NSCs	  de	  los	  animales	  P8	  con	  la	  edad	  puede	  deberse	  a	  varios	  factores.	  El	  
primero	  podría	  ser	  el	  agotamiento	  de	  las	  NSCs	  debido	  a	  la	  hiperproliferación	  de	  las	  mismas	  durante	  los	  
primeros	   estadíos	   de	   la	   enfermedad	   (revisado	   por	   Lopez-­‐Toledano	   et	   al.,	   2010).	   La	   hipótesis	   del	  
agotamiento	  de	   las	  NSCs	   conllevaría	   necesariamente	   la	   existencia	   de	  una	   limitación	   en	   el	   número	  de	  
veces	  que	  una	  NSC	  adulta	  es	  capaz	  de	  dividirse	  de	  forma	  natural	  o	  en	  condiciones	  patológicas.	  Aunque	  
esta	  propuesta	  no	  ha	  sido	  plenamente	  aceptada	  actualmente,	  existen	  algunos	  estudios	  que	  apuntan	  a	  
una	  capacidad	  limitada	  de	  división	  por	  parte	  de	  las	  NSCs	  tanto	  de	  la	  SVZ	  como	  del	  HC.	  En	  el	  caso	  de	  la	  
SVZ,	   Kippin	   y	   colaboradores	   mostraron	   como	   en	   los	   animales	   carentes	   del	   inhibidor	   de	   ciclo	   celular	  
p21cip1/waf1,	  la	  hiperproliferación	  de	  las	  NSCs	  entre	  los	  2	  y	  8	  meses,	  causa	  una	  disminución	  prematura	  
de	  la	  actividad	  de	  las	  NSCs	  (Kippin	  et	  al.,	  2005).	  Por	  otro	  lado,	  las	  NSCs	  del	  hipocampo	  parecen	  llevar	  a	  
cabo	  tres	  rondas	  de	  división	  rápidas	  tras	  las	  cuales	  se	  diferencian	  terminalmente	  a	  astrocitos,	  por	  lo	  que	  
un	  aumento	  exacerbado	  de	  su	  proliferación	  conduciría	  a	  su	  depleción	  (Encinas	  et	  al.,	  2011).	  	  
Otro	  factor	  que	  explicaría	  la	  reducción	  drástica	  del	  número	  de	  NSCs	  en	  los	  P8	  con	  la	  edad,	  podría	  ser	  el	  
cambio	  en	  el	  estado	  de	  agregación	  del	  Aβ	  1-­‐42	  y/o	  la	  alteración	  de	  su	  concentración	  entorno	  a	  las	  NSCs.	  
Si	   la	  cantidad	  de	  Aβ	  1-­‐42	  se	  incrementa	  con	  la	  edad,	  ésta,	  además	  de	  encontrarse	  en	  concentraciones	  
superiores	   a	   las	   efectivas	   para	   aumentar	   la	   actividad	   proliferativa	   de	   las	   NSCs,	   incrementa	   la	  
probabilidad	   de	   agregación	   del	   péptido	   por	   lo	   que	   su	   capacidad	   señalizadora	   podría	   verse	   afectada	  
(Porayette	   et	   al.,	   2009;	   Heo	   et	   al.,	   2007).	   Así,	   además	   de	   perder	   su	   función	   señalizadora,	   adquiriría	  
características	   tóxicas	  o	  citoestáticas	  para	   las	   células	  del	  nicho.	  Esta	  hipótesis	   también	  podría	  explicar	  
por	  qué	  algunos	  modelos	  murinos	  transgénicos	  de	  la	  enfermedad,	  que	  expresan	  la	  proteína	  APP	  bajo	  la	  
regulación	  de	  promotores	   fuertes,	   sólo	  muestran	  una	  disminución	  de	   la	   proliferación.	   Estos	  modelos,	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producirían	  niveles	  de	  Aβ	   1-­‐42	  muy	  elevados,	   superiores	   a	   la	   concentración	  efectiva	  que	  es	   capaz	  de	  
aumentar	   la	   proliferación	  de	   las	  NSCs.	  Además,	   al	   tratarse	  del	   péptido	  humano,	   agregaría	   con	  mayor	  
facilidad	  que	  el	  endógeno	  murino,	  causando	  posiblemente	  toxicidad.	  	  
Para	  esclarecer	  por	  completo	  el	  fenotipo	  bifásico	  de	  los	  animales	  P8	  en	  la	  SVZ,	  se	  requerirían	  estudios	  
que	   estableciesen	   si	   las	   NSCs	   se	   vuelven	   refractarias	   a	   la	   señal	   por	   Aβ	   1-­‐42	   con	   la	   edad	   o	   si	   formas	  
posteriores	   (más	  agregadas)	  del	  péptido,	   así	   como	  otros	   componentes	  de	   la	  patología	   como	  el	   estrés	  
oxidativo,	  afectan	  negativamente	  la	  actividad	  de	  las	  NSCs	  en	  los	  animales	  viejos.	  
	  
2.3.	  El	  péptido	  Aβ 	  1-­‐42	  induce	  la	  proliferación	  de	  las	  NSCs	  de	  la	  SVZ	  en	  cultivo	  
Como	   se	   ha	   mencionado	   anteriormente,	   el	   aumento	   en	   el	   número	   y	   diámetro	   de	   las	   neuroesferas	  
obtenidas	  en	  el	  cultivo	  primario	  de	  los	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  correlaciona	  con	  un	  mayor	  número	  de	  
NSCs	   in	   vivo	  y	   con	  un	   incremento	  en	   su	  actividad	  proliferativa.	  Nuestros	   resultados	   in	   vitro	  muestran	  
además	  un	   incremento	  de	   la	  actividad	  esferogénica	  y	  proliferativa	  de	   las	  NSCs/progenitores	  derivados	  
de	   los	   animales	   R1	   en	   respuesta	   a	   la	   estimulación	   con	  Aβ	   1-­‐42	   purificado	   de	   ratón.	   Por	   otro	   lado,	   el	  
bloqueo	   de	   dicho	   péptido	   mediante	   la	   inmunodeplección	   con	   el	   anticuerpo	   4G8	   en	   cultivos	   de	  
neuroesferas	  P8,	  tanto	  primarias	  como	  secundarias,	  reduce	  la	  capacidad	  autorrenovante	  y	  proliferativa	  
del	  cultivo.	  El	  anticuerpo	  4G8	  reconoce	  específicamente	  los	  residuos	  17	  al	  24	  del	  Aβ	  1-­‐42	  por	  lo	  que	  no	  
se	   une	   a	   otros	   subproductos	   proteolíticos	   del	   procesamiento	   de	   APP	   como	   sAPPα	   o	   sAPPβ.	   Ambos	  
resultados	  refuerzan	  la	  posible	  implicación	  de	  Aβ	  1-­‐42	  en	  el	  incremento	  proliferativo	  observado	  in	  vivo	  
en	  las	  NSCs	  de	  los	  animales	  P8	  jóvenes.	  
En	   concordancia	   con	   esta	   posibilidad,	   hemos	   observado	   mediante	   ELISA	   un	   ligero	   incremento	   en	   la	  
cantidad	   de	   Aβ	   1-­‐42	   presente	   en	   extractos	   de	   tejido	   de	   la	   SVZ	   de	   los	   animales	   P8	   (1,1	   ng/ml)	   con	  
respecto	   a	   los	   R1	   (0,7	   ng/ml).	   Además,	   nuestros	   datos	   muestran	   un	   incremento	   en	   los	   niveles	   de	  
expresión	   génica	   de	   App	   en	   los	   cultivos	   de	   NSCs	   de	   los	   animales	   P8	   frente	   a	   sus	   controles	   R1.	  
Adicionalmente,	   las	  neuroesferas	  de	   los	  animales	  P8	  mantienen	  aumentada	  su	  proliferación	  a	   lo	   largo	  
de	  los	  pases	  y	  su	  medio	  condicionado	  posee	  la	  capacidad	  de	  inducir	   la	  proliferación	  de	  los	  cultivos	  R1.	  
Estos	   datos	   en	   conjunto,	   no	   sólo	   apoyan	   la	   posible	   implicación	   del	   Aβ	   1-­‐42	   en	   el	   incremento	  
proliferativo	   in	  vivo,	   sino	  que	  además,	  sugieren	  un	  efecto	  autocrino	  del	  péptido	  sobre	   las	  NSCs	  de	   los	  
animales	  P8.	  	  
Las	   concentraciones	   de	   Aβ	   1-­‐42	   empleadas	   en	   este	   estudio	   corresponden	   a	   un	   rango	   de	   entre	   0,4	   y	  
5	  nM,	  que	  es	  al	  menos	  250	  veces	  menor	  que	  la	  menor	  concentración	  utilizada	  en	  estudios	  previos,	  en	  
los	  que	  también	  se	  ha	  analizado	  el	  efecto	  de	  Aβ	  1-­‐42	  sobre	  los	  cultivos	  de	  NSCs.	  Asimismo,	  el	  estado	  de	  
agregación	  del	  péptido	  en	  este	  estudio	  es	  mayoritariamente	  monomérico	  a	  diferencia	  del	  empleado	  en	  
los	   estudios	   previos.	   En	   este	   sentido,	   cabe	   destacar	   que	   las	   concentraciones	   de	   Aβ	   1-­‐42	   soluble	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presentes	  en	  extractos	  de	  tejido	  cerebral	  fresco	  de	  pacientes	  de	  la	  EA	  se	  encuentra	  entre	  los	  300	  –	  3750	  
ng/ml	   (McDonald	  et	  al.,	  2010).	  Este	  dato	  sugiere	  que	   la	  concentración	  de	  Aβ	  1-­‐42	  soluble	  en	  estadíos	  
avanzados	  de	  la	  EA	  es	  entre	  3	  y	  100	  veces	  mayor	  que	  la	  mayor	  concentración	  de	  Aβ	  1-­‐42	  analizada	  por	  
nosotros.	  Así,	  las	  cantidades	  de	  Aβ	  1-­‐42	  soluble	  analizadas	  en	  esta	  tesis,	  podrían	  reflejar	  la	  cantidad	  de	  
Aβ	  1-­‐42	  soluble	  presente	  en	  el	  cerebro	  humano	  en	  estadíos	  muy	  tempranos	  de	  la	  EA.	  
Hemos	   visto	   que	   una	   concentración	   de	   entre	   2	   y	   25	   ng/ml	   de	   Aβ	   1-­‐42	   en	   estado	   principalmente	  
monomérico	  es	  capaz	  de	  incrementar	  tanto	  la	  capacidad	  esferogénica	  como	  proliferativa	  de	  las	  NSCs	  de	  
animales	  R1	  en	  cultivo.	  Nuestros	  datos	  parecen	  apuntar	  además	  a	  que	  las	  concentraciones	  de	  Aβ	  1-­‐42	  
necesarias	  para	  inducir	  el	  incremento	  proliferativo	  son	  mayores	  que	  las	  necesarias	  para	  inducir	  el	  efecto	  
esferogénico.	  Este	  hecho	  podría	  explicar	  por	  qué	  el	  medio	  condicionado	  de	  las	  neuroesferas	  P8	  es	  capaz	  
de	  inducir	  la	  autorrenovación	  pero	  no	  la	  proliferación	  del	  cultivo	  R1.	  	  
En	   relación	   a	   los	   estudios	   previos	   del	   efecto	   de	   Aβ	   1-­‐42	   sobre	   las	   NSCs,	   Lopez-­‐Toledano	   y	   Shelanski	  
muestran	  un	  efecto	  neurogénico	  en	  las	  NSCs	  hipocampales	  cuando	  añaden	  1mM	  del	  péptido	  en	  estado	  
preferentemente	   oligomérico	   (Lopez-­‐Toledano	   and	   Shelanski,	   2004).	   Otros	   autores	   como	   Calafiore	   y	  
colaboradores,	   apoyan	   este	  mismo	   efecto	   neurogénico	  mediante	   la	   adición	   de	   25µM	  del	   péptido	   en	  
estado	   fibrilar	   a	   los	   	   cultivos	   de	   NSCs	   (Calafiore	   et	   al.,	   2006).	   Además	   otros	   estudios	   muestran	   un	  
incremento	  proliferativo	  de	  las	  NSCs	  procedentes	  de	  la	  SVZ	  de	  animales	  jóvenes	  mediante	  la	  adición	  de	  
1-­‐5µM	  en	  estado	  oligomérico	  (Heo	  et	  al.,	  2007)	  y	  5µM	  en	  estado	  oligomérico	  o	  fibrilar	  (Sotthibundhu	  et	  
al.,	   2009).	   Bajo	   nuestra	   experiencia,	   el	   estado	   plenamente	   oligomérico	   o	   fibrilar	   del	   Aβ	   1-­‐42,	  
especialmente	   humano,	   es	   difícil	   de	   obtener	   dado	   que	   siempre	   existe	   una	   fracción	   minoritaria	   de	  
péptido	   en	   estado	   monomérico.	   Así,	   los	   estudios	   antes	   citados	   podrían	   estar	   en	   consonancia	   con	  
nuestros	  resultados,	  pues	  a	  pesar	  de	  que	  emplean	  concentraciones	  elevadas	  de	  péptido	  principalmente	  
oligomérico,	  es	  posible	  que	  sus	  preparaciones	  contengan	  también	  péptido	  monomérico.	  
Por	  otro	  lado,	  existen	  algunos	  estudios	  que	  observan	  efectos	  negativos	  en	  proliferación	  y	  neurogénesis	  
sobre	  progenitores	  neurales	  humanos	  y	  murinos	  al	  tratarlos	  con	  100	  nM	  del	  péptido	  Aβ	  1-­‐42	  (Haughey	  
et	  al.,	  2002).	  Esta	  posible	  discrepancia	  con	  nuestras	  observaciones	  puede	  deberse	  a	  que	  este	  estudio	  se	  
llevó	   a	   cabo	   en	   parte	   con	   animales	   transgénicos	   de	   12-­‐14	   meses	   de	   edad	   que	   sobreexpresan	   APP	  
humano	  mutado.	   A	   esta	   edad,	   los	   propios	   autores	   ya	   observan	   la	   presencia	   de	   placas	   amiloides	   que	  
pueden	   tener	  efectos	  neurotóxicos.	  Además,	   los	  estudios	   in	  vitro	   se	   realizan	  en	  presencia	  de	  suero	   lo	  
que	   puede	   alterar	   la	   señalización	   del	   péptido	   que,	   de	   forma	   adicional,	   se	   añade	   a	   los	   cultivos	   ya	   en	  
conformación	  fibrilar.	  	  
En	  nuestros	  resultados,	  se	  observa	  que	  el	  efecto	  tanto	  esferogénico	  como	  proliferativo	  de	  Aβ	  1-­‐42	  está	  
mediado	  a	  través	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  PI3K/Akt.	  Esta	  vía	  de	  señalización	  ha	  sido	  descrita	  por	  varios	  
autores	  como	  la	  vía	  implicada	  en	  el	  efecto	  de	  Aβ	  1-­‐42,	  ya	  sea	  éste	  neuroprotector	  o	  neurotóxico,	  según	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su	   concentración	   y	   especialmente	   su	   estado	   de	   agregación	   (Jimenez	   et	   al.,	   2011).	   Además,	   las	  
alteraciones	   en	   la	   regulación	   de	   Akt	   y	   su	   fosforilación	   han	   sido	   descritas	   como	   puntos	   clave	   en	   la	  
patología	  de	  la	  EA	  (Griffin	  et	  al.,	  2005).	  
La	  vía	  PI3K/Akt	  parece	  cumplir	  funciones	  esenciales	  en	  la	  regulación	  de	  la	  autorrenovación	  de	  las	  NSCs	  
tanto	  in	  vivo	  como	  in	  vitro	  (Le	  Belle	  et	  al.,	  2011).	  Le	  Belle	  y	  colaboradores	  apuntan	  a	  que	  la	  presencia	  de	  
cantidades	  no	  tóxicas	  de	  Especies	  Reactivas	  de	  Oxígeno	  (ROS,	  del	  inglés	  Reactive	  Oxigen	  Species)	  tanto	  
añadidas	  exógenamente	  cómo	  producidas	  de	  forma	  endógena	  por	  las	  NSCs,	  incrementaría	  su	  capacidad	  
esferogénica	  a	  través	  de	  la	  vía	  PI3K/Akt.	  Asimismo,	  su	  inhibición	  in	  vivo	  provocaría	  una	  disminución	  del	  
número	  de	  NSCs	  en	  proliferación	  en	  la	  SVZ.	  Dada	  la	  relación	  entre	  el	  péptido	  Aβ	  1-­‐42	  y	  el	  aumento	  de	  
ROS	  (Hensley	  et	  al.,	  1994),	  cabe	  pensar	  que	  dicho	  péptido	   incremente	  las	  ROS	  haciendo	  que	  señalicen	  
vía	  PI3K/Akt	  y	  potencien	  la	  capacidad	  esferogénica	  de	  las	  NSCs.	  	  
	  
3.	  Caracterización	  de	  la	  actividad	  de	  las	  NSCs	  en	  la	  SGZ	  de	  los	  animales	  P8	  
3.1.	  Las	  poblaciones	  SOX2+	  radiales	  y	  no	  radiales	  de	  los	  P8	  se	  pierden	  a	  edades	  tempranas	  y	  
las	  neuronas	  de	  nueva	  formación	  no	  maduran	  
Del	  mismo	  modo	  que	  en	  la	  SVZ,	  se	  ha	  analizado	  la	  actividad	  proliferativa	  en	  el	  nicho	  neurogénico	  de	  la	  
SGZ	  de	  los	  animales	  P8	  a	  distintas	  edades.	  Así,	  se	  analizaron	  edades	  tanto	  anteriores	  como	  posteriores	  a	  
la	   edad	   de	   aparición	   de	   los	   primeros	   síntomas	   característicos	   de	   la	   EA	   (6	   meses).	   En	   este	   caso,	   los	  
animales	  P8	  presentan	  los	  mismos	  niveles	  proliferativos	  que	  los	  R1	  a	  edades	  tempranas	  de	  1	  y	  2	  meses	  
de	  edad.	  Sin	  embargo,	  de	  forma	  similar	  a	  lo	  observado	  en	  la	  SVZ,	  pero	  de	  aparición	  aún	  más	  precoz,	  los	  
animales	  P8	  muestran	  una	  menor	  actividad	  proliferativa	  que	  los	  R1	  ya	  a	  los	  6	  meses	  de	  edad.	  Nuestros	  
datos	   no	  muestran	   un	   pico	   proliferativo	   en	   la	   SGZ	   de	   los	   animales	   P8	   a	   edades	   pre-­‐sintomáticas.	   No	  
obstante,	   no	   se	   puede	   descartar	   que	   dicho	   pico	   pueda	   encontrarse	   desplazado	   en	   el	   tiempo	   con	  
respecto	  a	   la	  SVZ	  y	  situarse,	  por	  ejemplo,	  entre	  el	  mes	  y	   los	  2	  meses	  de	  edad.	  Por	  otro	   lado,	   las	  NSCs	  
radiales	  sí	  parecen	  tener	  mayor	  actividad	  proliferativa	  en	  los	  animales	  P8	  de	  2	  meses,	  como	  sucede	  en	  la	  
SVZ,	   pero	   su	   pérdida	   a	   edades	   tempranas	   podría	   enmascarar	   el	   posible	   pico	   en	   los	   niveles	   de	  
proliferación	  general.	  
El	   estudio	   detallado	   de	   las	   diferentes	   poblaciones	   que	   conforman	   la	   progresión	   neurogénica	  muestra	  
una	  disminución	  significativa	  en	  el	  número	  de	  NSCs	  radiales	  y	  células	  SOX2+	  no	  radiales	  en	  los	  animales	  
P8	   a	   los	   2	   meses	   en	   comparación	   con	   los	   R1	   de	   la	   misma	   edad.	   Nuestros	   datos	   indican	   que	   esta	  
disminución	   no	   se	   debe	   a	   una	   entrada	   en	   senescencia	   por	   parte	   de	   las	   células	   SOX2+	   de	   los	   P8.	   Por	  
contra,	  cabe	  la	  posibilidad	  de	  que	  éstas	  entren	  en	  apoptosis,	  ya	  que	  existe	  un	  mayor	  número	  de	  células	  
positivas	   para	   la	   forma	   activa	   de	   Caspasa3	   en	   los	   animales	   P8,	   cuyos	   marcadores	   y	   morfología	   son	  
difíciles	  de	  caracterizar.	  Sin	  embargo,	  los	  números	  de	  células	  en	  apoptosis	  muestran	  valores	  muy	  bajos	  y	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los	   estudios	   de	   pulso-­‐caza	   a	   tiempos	   cortos	   (2	   horas,	   1	   y	   3	   días)	   no	   muestran	   alteraciones	   ni	   en	   el	  
número,	  ni	  en	  la	  progresión	  de	  las	  células	  precursoras	  con	  respecto	  a	  los	  animales	  R1.	  Ambos	  datos	  no	  
parecen	  apoyar	  pues	  la	  posibilidad	  de	  que	  las	  NSCs	  se	  pierdan	  por	  senescencia	  o	  muerte	  masiva	  de	  las	  
mismas.	  
A	  nivel	  proliferativo,	   tanto	  el	  número	  de	  NSCs	   radiales	  como	  SOX2+	  no	   radiales	  en	  proliferación,	  es	  el	  
mismo	   en	   los	   animales	   R1	   y	   P8	   de	   2	   meses.	   Sin	   embargo,	   los	   animales	   P8	   presentan	   un	   mayor	  
porcentaje	  de	  células	  en	  ciclo	  (Ki67+)	  en	  ambas	  poblaciones.	  Por	  ello,	  tanto	   las	  NSCs	  radiales	  como	  las	  
SOX2+	   no	   radiales	   de	   los	   P8	   son	   poblaciones	   más	   activas	   que	   las	   de	   los	   R1.	   En	   el	   caso	   de	   las	   NSCs	  
radiales,	   cuando	   se	   cuantifican	   las	   células	   en	   fase	   S	   (BrdU+),	   no	   se	   observa	   un	  mayor	   porcentaje	   de	  
células	  BrdU+.	  Este	  dato	  podría	  apuntar	  a	  un	  posible	  desajuste	  del	   ciclo	   celular,	  que	  podría	  deberse	  a	  
diversos	  motivos.	  Una	  posibilidad	  es	  que	  algunas	  de	  estas	  células	  estén	  paradas	  en	  algún	  punto	  del	  ciclo	  
celular,	  lo	  que	  permitiría	  la	  expresión	  de	  Ki67	  pero	  no	  llegarían	  a	  la	  fase	  S;	  es	  decir,	  a	  pesar	  de	  presentar	  
un	  mayor	  porcentaje	  de	  células	  en	  ciclo	  (Ki67+),	  no	  aumentaría	  de	  forma	  significativa	  el	  porcentaje	  de	  
células	  BrdU+.	  Otra	  opción	  podría	  ser	  la	  elongación	  de	  su	  ciclo	  celular	  por	  motivos	  patológicos	  o	  por	  el	  
tipo	  de	  división	  que	  sufren	  en	  su	  diferenciación	  hacia	  astrocito.	  Estas	  hipótesis	  requerirían	  de	  un	  estudio	  
específico	  para	  su	  esclarecimiento.	  	  
El	   estudio	   de	   las	   poblaciones	   de	   neuroblastos	   y	   neuronas	   inmaduras	   mostró	   un	   mayor	   número	   de	  
células	   DCX+	   en	   los	   animales	   P8.	   Esta	   observación	   contrasta	   con	   el	   hecho	   de	   que	   la	   producción	   de	  
neuronas	   es	   la	   misma	   en	   R1	   y	   P8	   (puesto	   que	   el	   número	   de	   células	   DCX+	   BrdU+	   a	   2h	   y	   1d	   en	   los	  
experimentos	  de	  pulso-­‐caza	  es	  equivalente	  en	  las	  dos	  cepas)	  y	  con	  el	  hecho	  de	  que	  a	  los	  3	  días	  tras	  la	  
inyección	   de	   BrdU,	   el	   número	   de	   dichas	   células	   DCX+	   BrdU+	   es	   incluso	   menor	   en	   los	   animales	   P8	  
comparados	  con	  los	  R1.	  Una	  posible	  explicación	  para	  la	  acumulación	  de	  las	  células	  DCX+	  es	  el	  hecho	  de	  
que	   estas	   neuronas	   inmaduras	   no	   parecen	   madurar	   normalmente,	   ya	   que	   existe	   un	   número	  
significativamente	  menor	   de	   células	  DCX+	  CALRETININA+	   en	   los	   animales	   P8	   frente	   a	   su	   control.	   Estos	  
datos	   concuerdan	   en	   parte	   con	   los	   obtenidos	   por	  Gang	   y	   colaboradores	   a	   edades	  más	   tardías	   de	   los	  
animales	  P8.	  Estos	  autores	  observan	  un	  incremento	  en	  el	  número	  de	  neuronas	  inmaduras	  DCX+,	  pero	  un	  
menor	   número	   de	   neuronas	   maduras	   NeuN+,	   tanto	   totales	   cómo	   analizadas	   un	   mes	   después	   de	   la	  
inyección	  con	  BrdU,	  en	  los	  animales	  P8	  en	  comparación	  con	  los	  R1	  (Gang	  et	  a.,	  2011).	  Además,	  observan	  
un	  descenso	  drástico	  de	   la	   supervivencia	  en	   la	  población	  DCX+	  en	   los	  animales	  P8.	  Todos	  estos	  datos,	  
podrían	  apuntar	  a	  una	  acumulación	  de	  nuevas	  neuronas	  incapaces	  de	  progresar	  en	  su	  maduración	  o	  con	  
un	  ritmo	  de	  maduración	  menor	  al	  de	  sus	  controles.	  Por	  otro	  lado,	  si	  estas	  células	  DCX+	  no	  maduran	  y	  no	  
se	  integran	  acaban	  muriendo,	  lo	  que	  podría	  explicar	  en	  parte	  el	  mayor	  número	  de	  células	  Caspasa3+	  en	  
la	  SGZ	  de	  los	  P8	  de	  2	  meses.	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3.2.	  Las	  NSCs	  radiales	  de	  los	  P8	  jóvenes	  se	  diferencian	  a	  astrocitos	  maduros	  
Los	  experimentos	  de	  pulso-­‐caza	  a	  tiempos	  largos	  (21	  días)	  en	  los	  animales	  P8	  de	  2	  meses	  demostraron	  
que	   las	   NSCs	   generan	   un	   menor	   número	   de	   neuronas	   maduras	   (NeuN+)	   y	   un	   mayor	   número	   de	  
astrocitos	  maduros	  (S100β+)	  con	  respecto	  a	  su	  control	  R1.	  Según	  estudios	  previos,	  la	  gliogénesis	  ocurre	  
de	   forma	  habitual	  en	   la	  SGZ	  como	  parte	  de	  un	  proceso	   fisiológico	   (Encinas	  et	  al.,	  2011;	  Steiner	  et	  al.,	  
2004).	  Se	  ha	  descrito	  que	  las	  NSCs	  radiales	  realizan	  3	  ciclos	  de	  división	  sucesivos	  para	  finalmente,	  y	  tras	  
su	   última	   división,	   diferenciarse	   terminalmente	   a	   astrocitos	   maduros	   (S100β+).	   Si	   esta	   diferenciación	  
terminal	   no	   se	   compensa	   con	   divisiones	   de	   tipo	   simétrico	   de	   las	   NSCs,	   el	   proceso	   necesariamente	  
conllevará	   la	   depleción	   de	   la	   población	   de	   células	   madre.	   Según	   Encinas	   y	   colaboradores,	   la	  
diferenciación	   astroglial	   de	   las	   NSCs	   puede	   estar	   detrás	   del	   descenso	   de	   la	   neurogénesis	   hipocampal	  
asociado	  a	  la	  edad.	  	  
En	   los	   animales	   P8,	   las	   alteraciones	   en	   los	   niveles	   de	   señales	   gliogénicas	   como	   las	   BMPs	   a	   edades	  
tempranas	   podrían	   acelerar	   este	   proceso,	   produciendo	   una	   gran	   depleción	   de	   las	   NSCs	   radiales.	  
Nuestros	  datos	  apuntan	  a	  una	  depleción,	  no	  sólo	  de	  las	  NSCs	  radiales,	  sino	  también	  de	  las	  células	  SOX2+	  
no	  radiales	  que	  derivan	  de	  ellas.	  Este	  hecho	  concuerda	  con	  lo	  estudiado	  por	  otros	  autores	  que	  observan	  
cómo	  los	  nuevos	  astrocitos	  se	  generan	  directamente	  de	  la	  diferenciación	  de	  las	  NSCs	  radiales	  (Steiner	  et	  
al.,	  2004;	  Encinas	  et	  al.,	  2011).	  Por	  otro	  lado,	  el	  menor	  número	  de	  neuronas	  maduras	  (NeuN+)	  generadas	  
por	   los	  animales	  P8	  podría	  deberse	  a	   la	  menor	  tasa	  de	  proliferación	  de	  las	  DCX+	  y	  a	  su	  incapacidad	  de	  
avanzar	  en	  su	  estado	  de	  maduración.	  Así,	  todas	  aquellas	  células	  DCX+	  que	  en	  su	  última	  ronda	  de	  división	  
adquiriesen	   el	   marcaje	   BrdU+,	   después	   de	   21	   días,	   podrían	   haber	   muerto	   ante	   su	   incapacidad	   de	  
madurar,	   disminuyendo	   el	   número	   total	   de	   neuronas	   maduras	   generadas.	   En	   conjunto,	   todo	   este	  
proceso	   podría	   inducir,	   a	   edades	  más	   tardías,	   disfunciones	   neurogénicas	   importantes	   en	   la	   SGZ,	   que	  
podrían	  contribuir	  a	  las	  alteraciones	  comportamentales	  de	  los	  animales	  P8	  similares	  a	  las	  de	  la	  EA	  (Li	  et	  
al.,	  2013).	  
	  
3.3.	  BMP6	  se	  sobreexpresa	  en	  los	  animales	  P8	  jóvenes	  y	  presenta	  propiedades	  gliogénicas	  
Nuestro	  estudio	  muestra	  un	  incremento	  significativo	  en	  la	  expresión	  génica	  de	  Bmp6	  en	  los	  animales	  P8	  
de	  2	  meses.	  A	  pesar	  de	  que	  la	  expresión	  proteica	  de	  la	  forma	  inmadura	  de	  BMP6	  es	  la	  misma	  en	  ambas	  
cepas,	   la	   forma	   madura	   de	   BMP6	   en	   los	   animales	   P8	   es	   claramente	   más	   abundante.	   La	   elevada	  
presencia	  de	  BMP6	  madura	  en	  los	  animales	  P8	  puede	  explicar	  que	  la	  vía	  de	  señalización	  de	  BMPs	  esté	  
más	  activa	  y	  que	  el	  giro	  dentado	  presente	  mayores	  niveles	  de	  SMAD	  1/5/8	  fosforilado.	  Además,	  BMP6	  
in	  vitro	  mostró	  una	  elevada	  capacidad	  gliogénica	  sobre	  células	  madre	  hipocampales	  de	  rata	  (HC7).	  Estos	  
datos,	   junto	   con	   los	   estudios	   in	   vivo	   de	   bloqueo	   de	   la	   vía	   de	   BMPs	  mediante	   la	   infusión	   de	   Noggin,	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apuntan	  a	  que	  las	  NSCs	  de	  los	  animales	  P8	  adoptan	  la	  vía	  gliogénica	  de	  diferenciación	  en	  presencia	  de	  
elevadas	  concentraciones	  de	  BMP6	  en	  el	  nicho	  de	  la	  SGZ.	  
Las	  posibles	  diferencias	  observadas	  entre	  la	  actividad	  proliferativa	  de	  la	  SVZ	  y	  de	  la	  SGZ,	  podrían	  tener	  
su	  origen	  en	   las	   diferencias	   observadas	   a	   nivel	   de	  moléculas	   señalizadoras	   en	   ambos	  nichos	   (BMP6	   y	  
Aβ	  1-­‐42).	  En	  relación	  al	  Aβ	  1-­‐42,	  el	  análisis	  de	  concentración	  por	  ELISA	  muestra	  cómo	  los	  animales	  P8	  de	  
2	  meses	  presentan	  en	  la	  SVZ	  cantidades	  significativamente	  mayores	  del	  péptido	  en	  comparación	  con	  su	  
DG.	   Así,	   la	   cantidad	   de	   Aβ	   1-­‐42	   detectada	   en	   el	   DG	   de	   los	   animales	   P8	   de	   2	   meses	   equivale	   a	   la	  
presentada	  por	  los	  animales	  R1	  en	  la	  SVZ.	  Por	  el	  contrario,	  los	  animales	  P8	  no	  muestran	  un	  incremento	  
en	  la	  expresión	  génica	  de	  Bmp6	  en	  la	  SVZ.	  Además,	  el	  antagonista	  de	  la	  vía	  de	  BMPs,	  Noggin,	  está	  más	  
expresado	   en	   la	   SVZ	   de	   los	   animales	   P8	   frente	   a	   sus	   controles	   R1.	   Adicionalmente,	   diversos	   estudios	  
afirman	  que	  las	  células	  ependimales	  generan	  grandes	  cantidades	  de	  Noggin	  (revisado	  en	  Ihrie	  y	  Alvarez-­‐
Buylla.,	  2011),	  lo	  que	  en	  última	  instancia	  podría	  contribuir	  a	  reducir	  la	  señalización	  por	  BMPs	  en	  la	  SVZ,	  
pero	  no	  en	  la	  SGZ.	  Es	  decir,	  el	  balance	  entre	  las	  señales	  proliferativas	  (Aβ	  1-­‐42)	  y	  gliogénicas	  (BMP6)	  en	  
los	   dos	  nichos	   es	  diferente,	   lo	   que	  puede	   influir	   en	  que	  el	   comportamiento	  de	   las	  NSCs	   de	  estas	  dos	  
regiones	  sea	  también	  diferente.	  
El	  hecho	  de	  que	  BMP6	  induzca	  la	  diferenciación	  a	  astrocitos	  de	  las	  NSCs	  del	  DG,	  haciendo	  posiblemente	  
que	   esta	   población	   se	   reduzca	   drásticamente	   in	   vivo,	   podría	   apuntar	   a	   dicha	   señalización	   como	   un	  
proceso	  patológico	   temprano	  en	   los	   P8.	   Este	   proceso	  podría	   estar	   relacionado	   con	   la	   EA,	   puesto	  que	  
BMP6	  está	  elevado	   tanto	  en	  el	  hipocampo	  de	   los	  pacientes	  de	  EA	   como	  en	  el	  modelo	  genético	  de	   la	  
enfermedad	   mThy1-­‐hAPP751	   (Crews	   et	   al.,	   2010).	   De	   hecho,	   BMP6	   se	   localiza	   alrededor	   las	   placas	  
amilodes	   tanto	   difusas	   como	   maduras.	   Por	   otro	   lado,	   durante	   el	   envejecimiento	   se	   ha	   descrito	   un	  
incremento	   en	   la	   activación	   de	   la	   vía	   de	   BMPs	   en	   el	   hipocampo	   posiblemente	   debido	   a	   la	   mayor	  
presencia	   de	   BMP6,	   entre	   otras	   BMPs.	   Este	   incremento	   se	   asocia	   a	   la	   disminución	   neurogénica	  
observada	   con	   la	   edad	   (Yousef	   et	   al.,	   2014).	   Sin	   embargo,	   también	   existen	   evidencias	   de	   que	   BMP6	  
puede	  ejercer	  un	  efecto	  protector	  frente	  a	  los	  posibles	  daños	  o	  alteraciones	  provocadas	  por	  el	  Aβ.	  Así,	  
BMP6,	  en	  combinación	  con	  pequeñas	  cantidades	  del	  péptido,	  protege	  frente	  a	  patologías	  asociadas	  a	  la	  
EA,	   como	   la	   formación	  de	   los	   cuerpos	  de	  Hirano	  o	   agregados	   citoplásmicos	   de	   actina	   con	  morfología	  
fibrilar	  (Sun	  et	  al.,	  2014).	  Además,	  se	  ha	  observado	  su	  capacidad	  de	  inducir	  reparación	  neuronal	  después	  
de	  procesos	  de	   isquemia	   (Wang	  et	  al.,	  2001)	  o	  daños	   inducidos	  por	  elevadas	  concentraciones	  de	  ROS	  
(Du	  et	  al.,	  2007).	  	  
Por	   todo	   lo	  anterior,	  es	  posible	  que	  en	   la	  SGZ	  de	   los	  animales	  P8,	  el	   incremento	  de	  BMP6	  se	   induzca	  
como	   sistema	   de	   compensación	   a	   señales	   de	   daño	   neuronal.	   Este	   incremento	   produciría	   la	  
diferenciación	  de	  las	  NSCs	  a	  astrocitos,	  causando	  la	  pérdida	  de	  esta	  población	  celular.	  Algunos	  estudios	  
como	   los	   desarrollados	   por	   Gratacòs	   y	   colaboradores,	   sugieren	   que	   la	   capacidad	   neurotrófica	   de	   la	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BMP6	   sobre	   las	  neuronas	  maduras	   (Calbindina+)	   depende	  de	   la	  presencia	  de	   los	   astrocitos	   generados	  
por	   la	   inducción	   de	   BMP6	   (Gratacòs	   et	   al.,	   2002).	   Si	   el	   incremento	   de	   BMP6	   se	   produce	   de	   forma	  
patológica	   o	   como	   respuesta	   compensatoria	   a	   señales	   de	   daño	   temprano	   en	   los	   animales	   P8	   sigue	  
siendo	  un	  punto	  de	  estudio	  aún	  por	  caracterizar.	  
	  
3.4.	   La	   infusión	   in	  vivo	   de	  Noggin	   rescata	  el	  número	  de	  NSCs	   radiales	  de	   los	  animales	  P8	  y	  
reduce	  el	  número	  de	  neuroblastos	  y	  neuronas	  inmaduras	  
La	   inhibición	   in	   vivo	   de	   la	   vía	   de	   las	   BMPs,	   mediante	   la	   infusión	   de	   Noggin,	   mostró	   un	   incremento	  
significativo	  en	  el	  número	  total	  de	  NSCs	  radiales	  en	  los	  animales	  P8	  que	  no	  se	  da	  en	  sus	  controles	  R1.	  
Además,	   las	   NSCs	   radiales	   de	   los	   P8	   presentan	   un	   incremento	   significativo	   en	   su	   proliferación	   en	  
respuesta	  a	  Noggin	  que	  también	  muestran	  los	  animales	  R1.	  En	  el	  caso	  de	  las	  SOX2+	  no	  radiales,	  parece	  
haber	  un	   sutil	   incremento	  en	  número	  en	   los	  P8	   tratados	   con	  Noggin.	  No	  obstante,	   esta	  población	  de	  
células	   SOX2+	   no	   radiales	   no	   presenta	   diferencias	   significativas	   a	   nivel	   proliferativo	   ni	   entre	   cepas	   ni	  
entre	  tratamientos.	  Los	  datos	  de	  los	  animales	  R1	  tratados	  con	  Noggin	  concuerdan	  con	  los	  observados	  en	  
una	   publicación	   previa	   del	   grupo	   empleando	   ratones	   Crl:CD1	   (Mira	   et	   al.,	   2010).	   Así,	   es	   importante	  
destacar	   que	   el	   incremento	   significativo	   en	   el	   número	   de	   NSCs	   radiales	   y	   el	   ligero	   incremento	   en	   el	  
número	  de	  progenitores	  no	  radiales	  observado	  en	   los	  animales	  P8	  tratados	  con	  Noggin,	  es	  en	  cambio	  
específico	   de	   esta	   cepa,	   pues	   no	   se	   observa	   ni	   en	   animales	   R1	   ni	   en	   Crl:CD1.	   Este	   hecho	   plantea	   la	  
posibilidad	  de	  que	  el	  bloqueo	  de	  la	  actividad	  anormalmente	  elevada	  de	  BMP6	  en	  los	  P8	  frene	  el	  proceso	  
de	  diferenciación	  terminal	  de	  las	  NSCs	  radiales	  hacia	  astrocito,	  evitando	  así	  que	  disminuya	  la	  población	  
de	  NSCs	  radiales.	  De	  este	  modo,	  hay	  un	  rescate	  en	  el	  número	  de	  NSCs	  radiales	  que,	  además	  proliferan	  
más,	  lo	  que	  podría	  estar	  produciendo	  ese	  aumento	  sutil	  del	  número	  de	  SOX2+	  no	  radiales.	  	  
En	  cuanto	  a	  las	  poblaciones	  inmaduras	  de	  neuronas	  (DCX+),	  los	  animales	  R1	  incrementan	  el	  número	  de	  
estas	  células	  cuando	  se	  los	  trata	  con	  Noggin,	  al	  igual	  que	  sucede	  en	  animales	  Crl:CD1,	  según	  lo	  descrito	  
por	  Mira	  et	  al.,	  2010.	  Sin	  embargo,	  el	  número	  de	  células	  DCX+	  en	  los	  animales	  P8	  no	  se	  incrementa,	  sino	  
que	   disminuye	   en	   presencia	   de	   Noggin	   para	   igualar	   el	   número	   de	   células	   DCX+	  mostrado	   por	   los	   R1	  
también	  tratados	  con	  Noggin.	  Este	  dato,	  por	  un	  lado	  concuerda	  con	  el	  hecho	  de	  que	  Noggin	  no	  altera	  el	  
número	  de	  células	  DCX+	  BrdU+	  de	  los	  P8	  a	  los	  3	  días	  de	  la	  inyección	  con	  BrdU.	  Por	  otro	  lado	  concuerda	  
con	  que	  el	  número	  de	  neuroblastos	  y	  neuronas	  inmaduras	  presentes	  en	  los	  tercios	  exteriores	  de	  la	  GCL	  
de	   los	   P8,	   disminuyó	   significativamente	   tras	   el	   tratamiento	   con	   Noggin,	   lo	   que	   en	   última	   instancia	  
contribuiría	  a	  reducir	  el	  número	  total	  de	  células	  DCX+.	  Estas	  células	  DCX+	  que	  dejan	  de	  observarse	  en	  los	  
tercios	  exteriores	  de	   la	  GCL	  podrían	  estar	  muriendo	  y/o	  madurando	  de	  forma	  más	  efectiva	  a	  neurona	  
madura.	  No	  obstante,	  el	  hecho	  de	  que	  el	  número	  de	  células	  Capasa3+	  tras	  el	  tratamiento	  con	  Noggin	  en	  
los	   P8	   se	   reduzca	   drásticamente,	   sugiere	   que	   no	   existe	  mayor	  muerte,	   sino	   al	   contrario.	   Estos	   datos	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junto	  con	  el	  incremento	  de	  células	  NeuN+	  a	  los	  21	  días	  del	  tratamiento	  con	  Noggin,	  que	  se	  discute	  en	  el	  
siguiente	   apartado,	   podría	   apuntar	   a	   un	   aumento	   de	   la	   supervivencia	   y	  maduración	   de	   las	   neuronas	  
inmaduras	  tras	  el	  bloqueo	  de	  la	  señalización	  de	  BMP6.	  
	  
3.5.	   La	   infusión	   in	   vivo	   de	   Noggin	   reduce	   el	   número	   de	   nuevos	   astrocitos	   e	   incrementa	   el	  
número	  de	  nuevas	  neuronas	  maduras	  
Los	   resultados	  del	   análisis	   a	  21	  días	   tras	   la	   infusión	  de	  Noggin	  muestran,	  por	  un	   lado,	  un	   incremento	  
significativo	  en	  el	  número	  de	  BrdU+	  en	  los	  animales	  tratados	  con	  el	  antagonista	  frente	  a	  los	  tratados	  con	  
salino.	   Este	   aumento	   apoya	   los	   resultados	  obtenidos	  por	   otros	   autores	  donde,	   tanto	   in	   vitro	   como	   in	  
vivo,	  se	  observa	  un	  incremento	  en	  el	  número	  de	  células	  BrdU+	  tras	  el	  tratamiento	  con	  Noggin	  (Bonaguidi	  
et	   al.,	   2008;	  Mira	  et	   al.,	   2010).	   Además,	   se	  observa	  una	  disminución	   significativa	  en	   la	  proporción	  de	  
células	  cuyo	  destino	  es	  el	  de	  astrocito	  maduro	  en	  comparación	  con	  los	  animales	  P8	  tratados	  con	  salino,	  
así	   como	  existe	  un	   incremento	  en	  el	  número	  de	   células	  diferenciadas	  a	  neurona	  madura.	  Estos	  datos	  
apoyan	  por	  un	  lado	  el	  posible	  efecto	  gliogénico	  de	  BMP6	  in	  vivo,	  que	  se	  vería	  bloqueado	  en	  presencia	  de	  
Noggin.	  Este	  bloqueo	  hace	  que	  las	  NSCs	  adquieran	  en	  menor	  medida	  un	  destino	  astroglial,	  imitando	  así	  
la	   situación	   fisiológica	   de	   los	   animales	   R1	   de	   la	   misma	   edad.	   Por	   otro	   lado,	   y	   como	   se	   apuntaba	  
anteriormente,	   estos	   datos	   parecen	   apoyar	   el	   incremento	  de	   la	   supervivencia	   de	   las	   células	  DCX+,	   en	  
presencia	  de	  Noggin,	  haciendo	  que	  un	  mayor	  número	  de	  ellas	  lleguen	  a	  su	  madurez	  (NeuN+).	  	  
El	  tratamiento	  con	  Noggin	  induce	  la	  proliferación	  de	  las	  NSCs	  lo	  que	  en	  última	  instancia,	  podría	  provocar	  
el	   agotamiento	   de	   las	   NSCs	   por	   hiperproliferación,	   generando	   una	   disminución	   en	   la	   neurogénesis	  
aproximadamente	   al	   mes	   del	   tratamiento	   con	   el	   antagonista	   (Mira	   et	   al.,	   2010).	   En	   este	   caso,	   se	  
requiere	   de	   un	  mayor	   estudio	   para	   esclarecer	   si	   la	   hiperproliferación	   de	   las	  NSCs	   de	   los	   animales	   P8	  
tratados	   con	   Noggin,	   puede	   inducir	   su	   agotamiento.	   Por	   otro	   lado,	   es	   importante	   conocer	   si	   la	  
supervivencia	  y	  posible	  mejora	  en	  la	  maduración	  de	  las	  neuronas	  inmaduras	  se	  observa	  únicamente	  de	  
forma	  puntual	  tras	  el	  tratamiento	  con	  Noggin	  o	  si	  por	  el	  contrario	  se	  mantiene	  en	  el	  tiempo.	  Si	  el	  efecto	  
de	  Noggin	  sobre	  esta	  población	  perdurase	  en	  el	  tiempo,	  sería	  interesante	  estudiar	  la	  posible	  mejora	  en	  
los	   déficits	   de	  memoria	   y	   aprendizaje	   dependientes	   de	   hipocampo	  mostrados	   por	   los	   animales	   P8	   a	  
edades	  más	  avanzadas.	  Estos	  datos,	  sumados	  a	  los	  del	  presente	  estudio,	  podrían	  plantear	  la	  regulación	  
de	  los	  niveles	  de	  BMP6	  como	  método	  preventivo	  que	  retardase	  la	  aparición	  de	  los	  primeros	  síntomas	  de	  
la	  EA.	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  Figura	  D1.	  Modelo	   in	   vivo	   de	   la	   actividad	  de	   las	  NSCs	   adultas	   de	   la	   SVZ	   y	   de	   la	   SGZ	   en	   SAMP8	   y	   su	   control	  
SAMR1	   a	   los	   2	   meses	   de	   edad.	   En	   la	   SVZ,	   los	   animales	   P8	  muestran	   un	   elevado	   número	   de	   NSCs.	   Estas	   NSCs	  
podrían	  generar	  pequeñas	  concentraciones	  de	  Aβ	  (1-­‐42)	  posiblemente	  en	  estado	  monomérico.	  El	  Aβ	  (1-­‐42)	  a	  través	  
de	  la	  vía	  de	  señalización	  PI3K/Akt	  incrementaría	  la	  tasa	  de	  autorrenovación	  y	  proliferación	  de	  las	  NSCs	  provocando	  
un	  aumento	  de	  neurogénesis	  en	  el	  OB.	  En	   la	  SGZ,	   los	  animales	  P8	  presentan	  una	  población	  de	  NSCs	  radiales	  y	  no	  
radiales	  muy	  reducida.	  Además	  presentan	  un	  elevado	  número	  de	  neuronas	  inmaduras	  incapaces	  de	  progresar	  en	  su	  
maduración,	   lo	  que	   se	   traduce	  en	  un	  menor	  número	  de	  neuronas	  maduras.	  Por	  otro	   lado	   las	  NSCs	  generan	  más	  
astrocitos,	   lo	  que	  puede	  deplecionar	   la	  población	  de	  NSCs.	   Estas	   circunstancias	   se	  dan	  en	  presencia	  de	  elevadas	  
cantidades	  de	  BMP6	  madura	  y	  por	  tanto	  una	  mayor	  activación	  de	  la	  vía	  de	  BMPs.	  Si	  se	  bloquea	  esta	  vía	  mediante	  la	  
infusión	  de	  Noggin,	  los	  animales	  P8	  presentan	  un	  mayor	  número	  de	  NSCs	  radiales	  y	  no	  radiales	  así	  como	  un	  menor	  
número	  de	  astrocitos	  procedentes	  de	  las	  NSCs.	  Además,	  reducen	  el	  número	  de	  neuronas	  inmaduras	  e	  incrementan	  
la	  presencia	  de	  neuronas	  maduras. 
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“He averiguado que vivimos en un 
insigniﬁcante planeta de una triste estrella 
perdida en una galaxia metida en una 
esquina olvidada de un universo en el que hay 
muchas más galaxias que personas”	

	

Carl Sagan	
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CONCLUSIONES 
 
1. Los	   animales	   SAMP8	   empiezan	   a	   mostrar	   alteraciones	   relacionadas	   con	   el	   envejecimiento	  
prematuro	  característico	  de	   la	   cepa	  entorno	  a	   los	  6	  meses	  de	  edad.	  A	  esta	  misma	  edad,	   los	  animales	  
SAMP8	  también	  empiezan	  a	  mostrar	  patologías	  características	  de	  la	  EA.	  	  
	  
	  
2. La	  proliferación	  en	  la	  SVZ	  de	  los	  animales	  SAMP8	  aumenta	  de	  forma	  transitoria	  a	  los	  2	  meses	  de	  
edad,	   incrementando	   la	   formación	   de	   nuevas	   neuronas	   en	   el	   OB,	   pero	   decae	   a	   los	   14	   meses.	   Este	  
incremento	  proliferativo	  a	  los	  2	  meses	  se	  debe,	  al	  menos	  en	  parte,	  a	  un	  aumento	  de	  la	  actividad	  de	  las	  
NSCs	  de	  la	  SVZ.	  
	  
	  
3. Los	   cultivos	   de	   neuroesferas	   de	   la	   SVZ	   de	   animales	   SAMP8	   de	   2	  meses	  muestran	   una	  mayor	  
proliferación	   y	   capacidad	   esferogénica	   que	   los	   de	   los	   animales	   SAMR1	   de	   la	   misma	   edad.	   La	  
sobreexpresión	  de	  APP	  y/o	  la	  secreción	  de	  Aβ	  1-­‐42	  por	  las	  neuroesferas	  de	  los	  animales	  SAMP8	  jóvenes	  
podría	  explicar	  dicho	  efecto.	  
	  
	  
4. El	   péptido	  Aβ	   1-­‐42	  murino,	   a	   concentraciones	   entorno	   a	   2	   ng/ml	   y	   en	   estado	   principalmente	  
monomérico,	   induce	   la	   proliferación	   y	   capacidad	   esferogénica	   de	   las	   neuroesferas	   control	   SAMR1	   a	  
través	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  PI3K/Akt.	  
	  
	  
5. En	   la	   SGZ,	   los	   animales	   SAMP8	   de	   2	  meses	   presentan	   un	  menor	   número	   de	   NSCs	   radiales	   y	  
células	  SOX2+	  no	  radiales	  que	   los	  SAMR1,	  pero	  ambas	  poblaciones	  son	  proliferativamente	  más	  activas	  
que	  en	  la	  cepa	  control.	  Sin	  embargo,	  los	  animales	  SAMP8	  presentan	  un	  mayor	  número	  de	  neuroblastos	  
y	  neuronas	  inmaduras,	  a	  pesar	  de	  que	  su	  capacidad	  de	  producir	  dichas	  células	  es	  reducida.	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6. Las	  NSCs	  de	  la	  SGZ	  de	  los	  animales	  SAMP8	  de	  2	  meses	  generan	  un	  mayor	  número	  de	  astrocitos	  y	  
un	  menor	  número	  de	  neuronas	  maduras	  en	  comparación	  con	  los	  animales	  SAMR1.	  
	  
	  
7. El	  DG	  de	  los	  animales	  SAMP8	  de	  2	  meses	  presenta	  niveles	  elevados	  de	  BMP6	  madura	  así	  como	  
un	  incremento	  de	  SMAD	  fosforilada.	  BMP6	  muestra	  efectos	  claramente	  gliogénicos	  sobre	  células	  madre	  
hipocampales	  adultas	  en	  cultivo.	  
	  
	  
8. La	   inhibición	  de	   la	   vía	  de	  BMPs	  mediante	   la	   infusión	   intraventricular	  de	  Noggin	   incrementa	  el	  
número	  de	  NSCs	  radiales	  en	  la	  SGZ	  así	  como	  su	  proliferación,	  en	  animales	  SAMP8	  de	  2	  meses.	  Además,	  
normaliza	   el	   número	   de	   neuroblastos	   y	   neuronas	   inmaduras	   mostradas	   por	   los	   animales	   SAMP8,	  
igualándolos	  a	  los	  SAMR1.	  
	  
	  
9. Tras	  la	  inhibición	  de	  la	  vía	  de	  BMPs	  mediante	  la	  administración	  de	  Noggin,	  las	  NSCs	  de	  la	  SGZ	  de	  
los	  animales	  SAMP8	  generan	  un	  menor	  número	  de	  astrocitos	  y	  un	  mayor	  número	  de	  neuronas	  maduras	  
en	  comparación	  con	  los	  animales	  SAMP8	  tratados	  con	  suero	  salino.	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“Después de escalar una 
montaña muy alta, 
descubrimos que hay 
muchas otras montañas 
por escalar”	

	

Nelson Mandela	
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“Sólo una cosa convierte en 
imposible un sueño: el 
miedo a fracasar”	

	

Paulo Coelho	
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